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RESUMEN  
El desarrollo de probióticos lácticos deshidratados implica un desafío científico-tecnológico 
y reviste gran interés como herramienta de innovación para ampliar el mercado de alimentos 
y/o suplementos dietarios con propiedades funcionales. El proceso de secado por 
pulverización genera estrés térmico, osmótico y oxidativo para las células, con pérdida de 
viabilidad y/o de su actividad metabólica. El inmunobiótico Lactobacillus (L.) rhamnosus 
CRL1505 es objeto de continuo estudio por sus propiedades beneficiosas en salud. El 
objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue conocer su comportamiento frente a 
situaciones de estrés derivadas del proceso de deshidratación y sentar las bases tecnológicas 
para el desarrollo de complementos dietarios probióticos. Se formuló un medio de cultivo 
económico (MCM) de base no láctea para la producción de biomasa, que  contiene una 
elevada concentración de sales de fosfato (9,2 g/L). En este medio se evidenció la presencia 
de gránulos de polifosfato (polyP) en el citoplasma del inmunobiótico CRL1505, mediante la 
estandarización de diferentes técnicas (microscopía óptica y electrónica de transmisión, 
fluorescencia, RT-PCR, PAGE, espectrofotometría). Se relacionó la acumulación intracelular 
de polyP y la concentración de fosfato del medio de cultivo, estableciéndose dos 
condiciones para obtener células con alto y bajo contenido de polyP: MCM y MCM(-), 
respectivamente, según la concentración de fosfato del medio de cultivo. Posteriormente, 
se evaluó la tolerancia intrínseca de los cultivos a estrés térmico, oxidativo y osmótico, 
confirmándose que dicha tolerancia requiere 9,2g/L de sales de fosfato inorgánico para 
obtener la tolerancia a estrés observada. Se evaluó el efecto de pH y la fase de crecimiento 
sobre la acumulación de polyP y tolerancia a shock térmico usando bioreactores (1,5 L). Se 
estableció la condición óptima de cultivo para obtener células tolerantes a estrés: 
crecimiento a pH libre y cosecha en fase estacionaria. La respuesta a estrés del 
inmunobiótico CRL1505 se evaluó en diferentes medios de shock térmico, obteniéndose los 
mejores resultados con un pool de sales inorgánicas (MCM3) conteniendo Na2HPO4, KH2PO4, 
MgSO4 y MnSO4. Establecidas las condiciones óptimas de producción de biomasa con 
máxima tolerancia a estrés, se procedió al secado por pulverización (escala laboratorio) en 
dos matrices: maltodextrina (polvo A) y maltodextrina-MCM3 (polvo B). La sobrevida celular 
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fue mayor en el polvo B (72,5 %) respecto al A (42,8 %), poniéndose en evidencia el efecto 
termoprotector de MCM3.  
Finalmente, se evaluó el efecto biológico de extractos intracelulares de L. rhamnosus 
CRL1505 conteniendo polyP y de un polyP sintético (control) mediante ensayos in vivo 
utilizando un modelo murino de inflamación pulmonar aguda. Se demostró que los polyP 
evitan el desarrollo de una respuesta inflamatoria local en las vías respiratorias. 
En esta Tesis Doctoral se establecieron diferentes estrategias para mejorar la sobrevida del 
probiótico CRL1505 a estrés relacionado con el proceso de secado: medio de cultivo de bajo 
costo con alto contenido de fosfato inorgánico; aumento de polyP intracelular; agregado de 
MCM3 (pool de sales inorgánicas) a la matriz de secado. El uso de polyP de L. rhamnosus 
CRL1505 como un nuevo biocompuesto con propiedades funcionales es una de las 
proyecciones de este trabajo. 
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ABSTRACT 
The dehydration of lactic acid probiotics implies a scientific-technological challenge, and it 
is of great interest to expand the market of food and dietary supplements with functional 
properties. The spray drying process generates thermal, osmotic and oxidative stress for the 
cells with loss of viability and/or metabolic activity. The immunobiotic Lactobacillus (L.) 
rhamnosus CRL1505, used in this study, is under continuous study because of its beneficial 
health properties. The objective of this phD study was to know the behavior of the strain 
under oxidative and thermic stress which take place during dehydration process, as the first 
step for probiotic dietary supplements development. An economic non-dairy based growth 
medium (MCM) was formulated for biomass production, which contains high concentrations 
of phosphate salts (9.2 g/L/64 Mm). In this medium, the immunobiotic CRL1505 accumulates 
polyphosphate granules (polyP) in the cytoplasm, which was evinced by setting up different 
techniques, e.g., optical and transmission electronic microscopy; fluorescence; RT-PCR; 
PAGE; spectrophotometry. The relationship existing between the intracellular accumulation 
of polyP and the phosphate concentration in the culture medium was established. From 
these results, two growth conditions MCM and MCM(-) for obtaining cells with high and low 
polyP content, respectively, were set up. Afterwards, the intrinsic tolerance of the cultures to 
thermal, oxidative and osmotic stress was evaluated, thus confirming that 9.2 g/L of 
phosphate salts in the culture medium are required for the stress tolerance observed. The 
effect of pH and growth phase on both the accumulation of polyP and the tolerance of the 
cells to heat shock was evaluated in bioreactors (1.5 L). The optimal culture conditions were 
free pH and stationary phase for obtaining stress tolerant cells. The stress response of the 
immunobiotic CRL1505 in different heat shock media was evaluated, best results being 
obtained with MCM3 (pool of inorganic salts) containing Na2HPO4, KH2PO4, MgSO4 and 
MnSO4. Once the optimum conditions for biomass production were established, cultures 
were spray dryed at lab scale using two dry matrix: maltodextrin (powder A) and 
maltodextrin-MCM3 (powder B). Cell survival was higher in powder B (72.5 %) than in powder 
A (42.8 %), thus confirming the thermoprotective effect of MCM3. Finally, the biological 
effect of intracellular extracts of L. rhamnosus CRL1505 containing polyP and a synthetic 
 6 
 
polyP (control) was evaluated in vivo using a murine model of acute lung inflammation. It 
was shown that polyPs avoid development of a local inflammatory response in the 
respiratory tract. 
In this Doctoral Thesis, different strategies to improve the survival rate of L. rhamnosus 
CRL1505 to stress conditions involved in the drying process were established: a low-cost 
culture medium with high inorganic phosphate content; the increase in intracellular polyP; 
the addition of MCM3 (pool of inorganic salts) in the drying matrix.  
The potential usage of L. rhamnosus CRL1505 polyP as a novel bioproduct with functional 
properties is one of the projections of this work.
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Bacterias lácticas probióticas 
Las bacterias lácticas (BL) constituyen un grupo de microorganismos Gram positivos, 
filogenéticamente relacionadas entre sí por sus características morfológicas, metabólicas y 
fisiológicas (1). Su nombre deriva de la capacidad de producir ácido láctico como producto 
principal de la fermentación de azúcares aunque es una denominación restrictiva por cuanto 
presentan una gran diversidad metabólica (1). En general presentan morfología cocoide o 
bacilar, no esporulados, catalasa negativa, aerotolerantes y con bajo contenido G+C (33-55 
%). Tienen capacidad biosintética limitada por lo que presentan requerimientos nutricionales 
complejos que incluyen: aminoácidos, vitaminas, bases nitrogenadas y ésteres de ácidos 
grasos, entre otros (1). La Administración Federal de Medicamentos y Alimentos de los 
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) considera a las BL como microorganismos de 
grado alimentario o GRAS (generalmente reconocidas como seguras) (2). Estas bacterias 
presentan un imponderable potencial biotecnológico dado que son capaces de crecer bajo 
diferentes condiciones ambientales; juegan un rol importante en la fermentación de 
alimentos destinados al consumo humano y animal; mejoran las características 
organolépticas de estos productos (3) y contribuyen al correcto estado higiénico-sanitario 
de los mismos por acción de sus productos de fermentación (ácidos orgánicos, 
bacteriocinas, peróxido de hidrogeno, etanol, etc.) (4, 5). 
Los avances de los últimos años en relación al microbioma humano, han demostrado la 
importancia de las BL en salud. Diversas patologías, como el síndrome del intestino 
inflamatorio (6), la otitis media aguda (7), el síndrome del intestino irritable (8) y las 
enfermedades pulmonares crónicas (9) parecen estar asociadas con un desequilibrio del 
microbioma. Esta situación podría restaurarse mediante la adición de un número suficiente 
de bacterias beneficiosas, conocidas como probióticos. Los microorganismos probióticos 
están representados por diferentes especies, incluidas bacterias, levaduras y hongos; sin 
embargo, las BL son los principales organismos explorados en la industria alimentaria, 
particularmente cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y 
Streptococcus utilizadas en la elaboración de alimentos funcionales, principalmente 
derivados lácteos (10-12). Otros géneros como Pediococcus, Propionibacterium, 
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Enterococcus y Lactococcus también son explorados por sus potenciales características 
beneficiosas (12). 
En 2001, la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) 
y la Organización Mundial de la Salud (OMS) (13) definieron los probióticos como 
“microorganismos vivos, que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un 
beneficio para la salud del hospedador ”. Los mecanismos responsables de los efectos 
beneficiosos de los probióticos son difíciles de determinar debido a su naturaleza 
multifactorial, que incluye: modificación de la microbiota intestinal, adherencia competitiva 
a la mucosa y el epitelio, fortalecimiento de la barrera epitelial intestinal y modulación del 
sistema inmune (14). Esto ocurre, en general, mediante la producción de proteínas y ácidos 
grasos de cadena corta, la disminución del pH intestinal, la competencia de nutrientes que 
estimula la función de barrera de la mucosa, la inmunomodulación (15), entre otros. La 
Figura 1 resume los diferentes mecanismos de acción de los probióticos. El rol de los 
probióticos en la regulación del sistema inmune en mucosas, principalmente intestinal (16-
18) ha sido ampliamente estudiado utilizando modelos clínicos y animales. Considerando 
que el efecto benéfico de los probióticos puede extenderse desde intestino a piel, boca, 
vagina (19) y tracto respiratorio (20-22), surgió en el año 2003 una nueva denominación para 
bacterias probióticas. Clancy (23) propuso el término inmunobióticos para definir cepas 
probióticas capaces de regular benéficamente el sistema inmune de las mucosas, con el fin 
de diferenciarlas de aquéllas con efecto estrictamente local. En la última década, se informa 
en la literatura que células muertas o partes celulares de BL probióticas, tienen un efecto 
positivo en el sistema inmune humano, lo que abre nuevas posibilidades de aplicación de 
estas bacterias (24, 25). Así, surgió el término parabióticos para definir a células microbianas 
no viables (intactas o lisadas) o extractos intracelulares los cuales, cuando son administrados 
(oral o tópicamente) en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud humana o 
animal (26). En consecuencia, moléculas activas y/o metabolitos derivados de probióticos o 
parabióticos podrían ser también categorizados y, en este sentido, el término 
inmunogénicos (27), que incluye componentes bacterianos extra e intracelulares 
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(fosfopolisacáridos extracelulares, péptidoglicano, ácido lipoteicoico, etc) con habilidades 
inmunoreguladoras, surgió para definirlos. 
 
 
 
Inmunobiótico Lactobacillus rhamnosus CRL1505 
Lactobacillus (L.) rhamnosus CRL1505 (CRL1505) es una cepa probiótica con notables 
estudios científicos-tecnológicos que han permitido su transferencia tecnológica con gran 
repercusión en Argentina. En rigor a nuevos conceptos en el ámbito de los probióticos, 
CRL1505 se considera “inmunobiótico” debido a su efecto inmunomodulador a distancia, es 
decir en mucosas distantes a la intestinal. Esta cepa probiótica-inmunobiótica fue estudiada 
y caracterizada funcional y tecnológicamente en CERELA (Laboratorios de Inmunobióticos, 
de Tecnología y Desarrollo y Planta de I+D) (28-31). Particularmente, los mecanismos 
inmunológicos relacionados al efecto protector de CRL1505 contra patógenos respiratorios 
han sido ampliamente estudiados y demostrados (32). CRL1505 es capaz de incrementar el 
número de células inmunoglobulina A positivas (IgA) en intestino y bronquios y de mejorar 
la producción de IgA antineumocócica en las vías respiratorias en ratones (28). La IgA es uno 
de los principales anticuerpos del organismo que forma parte del sistema inmunitario 
necesario para combatir los ataques de bacterias, virus y toxinas. Asimismo, en estudios 
Figura 1. Mecanismos de acción probiótica. Extraído de Colombo y col. (2018) (12). 
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clínicos, CRL1505 demostró mejorar los niveles de IgA en niños que recibieron el probiótico 
(33), lo que condujo a una mayor resistencia a infecciones respiratorias virales y bacterianas. 
Por otro lado, se sabe que los síntomas asociados al resfriado común son el resultado de 
una respuesta inflamatoria del hospedador a la infección; un efecto antiviral podría consistir 
en compuestos con capacidad de controlar la inflamación exacerbada En este aspecto, 
CRL1505 demostró inducir un incremento significativo de interleuquina (IL)-10 en pulmón y 
suero, previo a una infección con neumococo (28) o con poli(I:C) (analógo estructural a virus 
de ARN doble cadena)(34). La mejora de los niveles de IL-10 podría representar una 
herramienta de gran valor para atenuar el daño causado por la inflamación y las alteraciones 
fisiopatológicas en niños infectados. Esta respuesta inflamatoria controlada inducida por 
CRL1505, podría explicar los efectos benéficos de esta cepa en la incidencia y severidad del 
resfriado común observada en los estudios realizados (33).  
CRL1505 forma parte del proyecto social YOGURITO®, donde el probiótico CRL1505 se 
administra como componente de un yogur a niños escolares de diferentes provincias en 
Argentina. Actualmente el proyecto incluye otros alimentos probióticos conteniendo la cepa 
CRL1505 que se distribuyen en el mercado social: CHOCOLET®, BIOQUESO y un suplemento 
nutricional de base láctea en polvo conteniendo el cultivo CRL1505 deshidratado, 
denominado BIOSEC®. YOGURITO®, CHOCOLET® y BIOSEC® son marcas registradas a favor 
de CONICET. 
 
Mercado de probióticos 
Debido al valioso aporte de los probióticos y sus bioproductos en salud, la industria 
alimentaria introdujo innovación en su cartera de productos, dando lugar a los alimentos 
funcionales (35, 36).El concepto de alimento funcional fue promovido por primera vez en 
1984 por científicos japoneses que estudiaron las relaciones entre la nutrición, la satisfacción 
sensorial, la fortificación y la modulación de los sistemas fisiológicos. En 1991, el Ministerio 
de Salud introdujo las normas para la aprobación de una categoría específica de alimentos 
relacionados con la salud denominada FOSHU (Food For Specified Health Use), que incluía 
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el establecimiento de declaraciones de propiedades saludables específicas para este tipo de 
alimentos (37-40)).  
Los alimentos denominados funcionales constituyen un mercado en alza, siendo uno de los 
segmentos con mayor crecimiento en los últimos años (41), lo cual a su vez trajo aparejado 
una explosión en la demanda de probióticos. América del Norte proyectó una tasa de 
crecimiento anual compuesto (TCAC) del 11,4 % en productos probióticos para el período 
2015-2020 (42). Asia-Pacífico mostró el mayor mercado en 2015 con USD 15 mil millones. 
Sin embargo, este crecimiento abrupto en la demanda de probióticos exige una pronta 
diversificación del mercado en base a la disponibilidad de nuevas cepas con propiedades 
diferenciadas o nuevos formatos de cultivos probióticos. Los productos lácteos fermentados 
constituyen el principal vehículo para el suministro de bacterias probióticas, aunque la 
industria farmacéutica también ha demostrado interés por este tipo de bioproductos(43). En 
el año 2014, la información disponible en la plataforma Euromonitor International (empresa 
on line que provee, de forma paga, investigación de mercado estratégica independiente) 
indicaba que el valor del mercado de probióticos en el continente americano ascendía a más 
de 10.000 millones de dólares, siendo el 43,4 % representado por América Latina. Mientras 
en Estados Unidos el 29 % del mercado de probióticos está representado por suplementos 
alimentarios, en América Latina este mercado es incipiente y representa sólo un 4 %, 
correspondiendo el resto a alimentos tipo yogur (44) u otras leches fermentadas (45).  
 
Complementos dietarios 
Los probióticos presentes en formulaciones líquidas o semisólidas pueden sufrir una 
disminución de la viabilidad celular después de la administración oral, principalmente 
porque las bacterias no sobreviven a las condiciones del estómago, siendo la tolerancia a 
acidez una capacidad cepa dependiente (46). El desarrollo de formulaciones probióticas 
secas podría permitir una mayor supervivencia bacteriana (46) durante el tránsito 
gastrointestinal, aunque la producción de probióticos deshidratados también implica la 
exposición de las células a condiciones de estrés. En este sentido, los suplementos dietarios 
en polvo representan un nuevo desafío para el suministro de bacterias probióticas. 
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Los complementos dietarios, también llamados "suplementos nutricionales", 
"complementos nutricionales", "suplementos alimenticios" o “suplementos dietarios”, son 
productos especialmente formulados y destinados a suplementar la incorporación de 
nutrientes en la dieta de personas sanas, que presentan necesidades dietarias básicas no 
satisfechas o mayores a las habituales, debido a un estado fisiológico particular que requiera 
un aporte extra de algún nutriente (44). En Argentina, los suplementos dietarios se 
encuentran incorporados al Código Alimentario Argentino (CAA) desde el año 1998 y son 
definidos en el artículo 1381. Contienen algunos de los siguientes nutrientes: proteínas, 
lípidos, aminoácidos, glúcidos o carbohidratos, vitaminas, minerales, fibra dietaria y hierbas. 
Su administración es vía oral y deben presentarse en formas sólidas (comprimidos, cápsulas, 
granulado, polvos u otras) o líquidas (gotas, solución, u otras), u otras formas para absorción 
gastrointestinal, contenidas en envases que garanticen la calidad y estabilidad de los 
productos”.  
Nestlé fue pionero con la primera fórmula para lactantes suplementada con probióticos 
aprobada por la FDA, GOOD DEFENSE®. Esta fórmula está destinada a la alimentación de 
lactantes prematuros o con bajo peso al nacer y aporta una cantidad óptima de energía y 
nutrientes. Además, contiene el probiótico Bifidobacterium lactis que favorece la activación 
del sistema inmune del recién nacido. (47). Existen numerosos trabajos relacionados al 
diseño de suplementos dietarios conteniendo BL probióticas (46, 48-50). Particularmente en 
Argentina, dentro de los grupos de los lactobacilos y las bifidobacterias, las especies más 
comunes de cepas probióticas incluidas en suplementos alimenticios son Lactobacillus casei, 
Lactobacillus, rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
reuteri, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 
bifidum, etc (45). Sin embargo, en suplementos dietarios también podemos encontrar otros 
grupos como ciertas levaduras (Saccharomyces boulardii) y bacilos esporulados (Bacillus 
claussi, Bacillus coagulans).  
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Proceso de secado por pulverización 
Las técnicas de secado, principalmente la liofilización, son aplicadas a la producción de 
cultivos probióticos para su inclusión en formulaciones secas. El secado por pulverización o 
spray drying es un método de secado rápido y rentable que puede producir partículas de 
polvo esféricas secas con propiedades deseadas, como buena fluidez, contenido de 
humedad residual específico y distribución uniforme de formas y tamaños (51, 52). Esta 
técnica de secado proporciona grandes ventajas respecto a la liofilización (51, 53). En la 
Tabla 1 se muestran datos comparativos de ambos procesos.  
 
Tabla 1. Cuadro comparativo con las principales características de las técnicas de secado 
por pulverización (spray drying) y por liofilización.  
 
 Spray Drying Liofilización 
Tipo de proceso Continuo En lotes 
Costo* Fijo 12% 100% 
Costo* Fabricación 20% 100% 
Control de  
característica de partícula 
Si No 
Conocimiento/Experiencia Creciente Bien conocido y  
descripto 
Etapa de procesamiento 
extra  
para obtener partículas  
de polvo separadas 
No Etapa de micronización es 
necesaria para romper la 
torta seca en partículas 
separadas 
Timpo de proceso Segundos/Minutos Horas/Días 
Temperatura de proceso Alta (hasta 200°C) Baja (< 0°C) 
Presión** de proceso Limitada Alto vacío (≤ 10 mbar) 
* En relación con el costo de la liofilización (Santivarangkna y col., 2007a, 2007b). 
** Vacío puro = 0 mbar.  
Extraído de Broecks y col. (2016) (43). 
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El proceso de spray drying puede dividirse en cuatro etapas (Figura 2 A). En primer lugar, la alimentación líquida 
se atomiza en pequeñas gotitas (Figura 2 A a). A continuación, la pulverización atomizada entra en contacto con 
un gas caliente en la cámara de secado (Figura 2 A b). Aquí se pueden aplicar tres patrones de flujo de 
pulverización dependiendo de la dirección en la que el aire y el líquido ingresan a la cámara de secado: co-
corriente, contracorriente y flujo mixto. Debido a que los probióticos son organismos sensibles al calor, es 
importante aplicar el patrón de co-corriente, ya que de esta forma las gotas más húmedas entran en contacto 
con la temperatura más alta y las partículas más secas con la temperatura más baja, lo que minimiza el riesgo de 
daño por calor en las células probióticas. 
La tercera fase del proceso implica el secado de las gotitas y la formación de partículas (Figura 2 A c), las cuales 
finalmente se separan de la corriente de aire de secado. En general, las partículas gruesas y pesadas se separan 
en la base de la cámara de secado por fuerza gravitacional. 
 
 
 
Figura 2. Proceso de secado por pulverización. (A) Resumen esquemático de un secador por pulverización. (B) Resumen 
esquemático de las diferentes etapas durante el proceso de secado. Puntos negros: células bacterianas, w: moléculas de 
agua. Extraído y modificado de Broeckx y col. (2016) (43). 
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Las partículas finas se separan utilizando ciclones y filtros de bolsa (Figura 2 A d). El polvo 
recogido en el recipiente colector es un polvo listo para vender o utilizar. En relación a las 
etapas del proceso, las partículas secas se forman en varias fases (Figura 2 B). En primer 
lugar, se alcanza un estado de equilibrio entre las gotas y el aire de secado. Inmediatamente 
después del contacto con el aire caliente, el agua comienza a evaporarse (Figura 2 B a). 
Mientras la saturación de la superficie de la gota se pueda mantener, esta evaporación se 
caracteriza por un período de tasa de secado constante, donde la temperatura de las 
partículas se define por la temperatura del bulbo húmedo (Figura 2 B b). Cuando ya no se 
pueden mantener las condiciones de saturación en la superficie de la gota, comienza el 
periodo de tasa de secado descendente. A medida que la gota se contrae, se forma una 
costra o corteza por cristalización de los materiales disueltos o suspendidos en la solución 
de alimentación (Figura 2 B c). La velocidad de evaporación después de la formación de la 
corteza depende de la difusión de humedad a través de la corteza seca. Con el aumento de 
la evaporación, la corteza se vuelve más gruesa y la velocidad de evaporación disminuye. De 
esta forma, la temperatura del producto aumenta y se asemeja a la temperatura del aire de 
secado (Figura 2 B d). En esta última etapa, las células probióticas son propensas a la 
inactivación por calor (53, 54).  
Enzimas deshidratadas, detergentes, extractos de café y proteínas son ejemplos de 
productos producidos mediante secado por pulverización (53). No obstante, la aplicación de 
esta técnica en probióticos se ve reducida debido a que, durante el secado, las células se 
encuentran con diferentes condiciones de estrés que pueden afectar su viabilidad. Estas 
condiciones incluyen estrés térmico, osmótico y oxidativo; deshidratación y estrés por 
cizallamiento, proceso durante el cual las partículas se deforman por acción de una fuerza 
externa cortante durante la atomización (55-57). El estrés por calor y la deshidratación son 
los dos mecanismos principales que conducen a la inactivación y pérdida de la viabilidad de 
los probióticos (58, 59). Sin embargo, los resultados varían entre diferentes géneros y 
especies bacterianas e incluso entre cepas de la misma especie (43), por lo cual deben ser 
estudiados y controlados para cada caso particular. 
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Estrategias de protección de la viabilidad celular  
Es importante mantener las propiedades tecnológicas (actividad de acidificación, 
propiedades organolépticas y conservantes) y/o probióticas de BL durante un bioproceso, 
como es el secado por pulverización. Este enfoque es de considerable interés en 
investigación a nivel industrial ya que las BL se utilizan ampliamente en la elaboración de 
alimentos fermentados y productos farmacéuticos (53). La tolerancia de bacterias al estrés 
derivado del proceso de secado por pulverización depende de diferentes factores, como ser 
la tolerancia intrínseca de los microorganismos, las condiciones de producción de biomasa 
(fermentación) (53, 60), adición de agentes protectores, adaptación de las células a los 
parámetros del proceso y pre-tratamientos de estrés subletal antes del secado (43). Estas 
estrategias no solo impactan en la viabilidad de los probióticos inmediatamente después del 
secado, sino también durante el almacenamiento. La Figura 3 esquematiza ejemplos de 
estrategias para aumentar la tolerancia celular a estrés y generar protección que contribuyen 
a disminuir los efectos negativos del secado por pulverización.  
 
Figura 3. Estrategias de protección de la viabilidad de probióticos frente al estrés generado 
durante el secado por pulverización. Extraído de Broeckx y col. (2016) (43). 
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El estado fisiológico del cultivo previo al proceso es clave en la tolerancia intrínseca de las 
células a condiciones de estrés (61-63). Las células bacterianas pueden prepararse para hacer 
frente a diferentes entornos adversos a partir de modificaciones en las condiciones de 
fermentación. Esto incluye: composición del medio de cultivo, temperatura, pH, edad del 
cultivo y atmósfera (inyección de gases). Según la composición del medio de cultivo, durante 
el crecimiento algunos microorganismos acumulan solutos compatibles para mantener el 
equilibrio osmótico con el ambiente extracelular. Las BL no sintetizan solutos compatibles y, 
por lo tanto, dependen del ambiente para tomarlos (53). Los solutos compatibles pueden 
ayudar a los cultivos microbianos a estabilizar las proteínas y la membrana celular durante 
las condiciones de estrés osmótico provocadas por la baja actividad del agua durante el 
proceso de secado (64). En este sentido, Huang y col (63) proponen que la acumulación 
citoplasmática de polifosfato inorgánico (polyP) en Propionibacterium freudenreichii es 
inducida osmóticamente y utilizada como moléculas de almacenamiento de energía y 
solutos compatibles. La acumulación de polyP en este microorganismo condujo a una mayor 
resistencia multiestrés y, particularmente, a una mayor supervivencia después del secado 
por pulverización. La síntesis de polyP en microorganismos ha sido ampliamente estudiada 
debido a sus funciones relevantes en la fisiología bacteriana y como una herramienta 
biotecnológica en algunos procesos microbianos (65). 
 
Acumulación de polyP en bacterias 
PolyP es un polímero lineal compuesto por decenas o cientos de residuos de ortofosfato 
unidos por enlaces fosfoanhídridos de alta energía (Figura 4). Probablemente un precursor 
prominente en la evolución prebiótica, polyP es una molécula ubicua presente en todos los 
seres vivos: bacterias, hongos, protozoos, plantas y mamíferos (66). Los polyP fueron 
visualizados por primera vez en microorganismos como gránulos metacromáticos teñidos 
de rosa por colorantes azules básicos (67) y fueron denominados “gránulos de volutina”. 
Durante algún tiempo, debido a su carácter polianiónico, los gránulos de polyP fueron 
confundidos con ácidos nucleicos. Con el advenimiento de la microscopía electrónica, se 
observó que estas partículas eran altamente refractivas y fueron identificados como 
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polímeros de fosfato o polyP (68). Al igual que otros polianiones, el polyP desplaza la 
absorción de un colorante básico unido a él, como el azul de toluidina, a una longitud de 
onda más alta.  
Numerosas y variadas funciones biológicas son atribuidas a polyP, dependiendo de las 
necesidades de las células,y de su ubicación ( compartimento subcelular o citoplasmática) 
así como su presencia en diferentes especies (69). Entre sus funciones podemos nombrar: 
reservorio de energía y fosfato, quelante de metales (por ejemplo, Mn+2 y Ca+2), tampón 
contra álcali, eliminación ecológica del fosfato contaminante y, para nuestro especial interés, 
ajustes fisiológicos durante el crecimiento, desarrollo y estrés, incluida la inanición y otros 
como estrés oxidativo, ácido, osmótico o UV (69-71). Se ha demostrado también que el 
polyP desempeña un papel en la motilidad, la competencia, la formación de biofilm y la 
virulencia (72, 73).  
 
 
Figura 4. Polifosfato inorgánico (polyP) como sustrato. Las cadenas lineales son atacadas en 
sus extremos por AMP, ADP, glucosa o H2O, reacciones catalizadas respectivamente por 
polyP-AMP fosfotransferasa, polyP quinasa, polyP glucocinasa y exopolifosfatasas e 
internamente por endopolifosfatasas . Extraído y modificado de Kornberg y col. (1995) (66). 
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Los mecanismos por los cuales el polyP impacta en todos estos procesos aún no están claros 
y, en la mayoría de los casos, podrían implicar una variedad de aspectos, como la regulación 
de la expresión génica (74), la estabilidad del ARNm (75), el recambio de proteínas (76) o la 
homeostasis de ATP (77).  
La primera cita en relación a polyP en Lactobacillus data de principios de la década de 1960 
y describe la presencia de este polianión en L. casei, entre otros microorganismos (78). 
Mientras estudiaban la ultraestructura de la membrana de L. plantarum, Kakefuda y col. (79) 
informaron la presencia de gránulos de polyP en su citoplasma. Más tarde, polyP fue 
descripto en L. plantarum como una molécula que forma un complejo con el Mn (II) como 
contraión. En esta especie, que carece de superóxido dismutasa, Mn (II) participa en un 
mecanismo particular de defensa no enzimática contra la toxicidad del oxígeno por captura 
de O2- (80, 81). El segundo ejemplo reportado de inclusiones de polyP en lactobacilos 
provino de la observación de que el 60 % de las cepas de aisladas de suero de queso 
mozzarella, particularmente L. casei y cepas de L. fermentum, formaban cuerpos de inclusión, 
los cuales fueron teñidos por el método de Neisser y mostraron un color amarillo 
fluorescente característico al ser teñidos con DAPI (4,6-diamidino-2-henilindol) (82). Estudios 
más recientes en BL, establecen una relación directa entre la acumulación de polyP y la 
tolerancia a diferentes factores de estrés (70, 83). 
Un nuevo rol funcional para polyP fue descripto recientemente. Esta molécula ha sido 
identificada como un factor extracelular sintetizado por L. brevis que ayuda a mantener la 
homeostasis en modelos de inflamación intestinal, in vitro e in vivo, mediante la inducción 
de proteínas de shock térmico citoprotectoras (84). Asimismo, la utilización de un polyP 
sintético (sintetizado enzimáticamente) demostró un efecto benéfico en modelos animales, 
al suprimir significativamente la permeabilidad intestinal inducida por agentes oxidantes (84, 
85). Estas observaciones podrían justificarse en el hecho de que los efectos beneficiosos 
asociados a probióticos, en muchos casos, se encuentran mediados por factores solubles 
secretados por los mismos (39, 86-89); por lo tanto, no resulta sorprendente la identificación 
de polyP como un biocomponente responsable de efectos probióticos. 
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En este contexto, esta Tesis Doctoral plantea los objetivos generales y específicos e hipótesis 
de trabajo que se detallan a continuación: 
 
OBJETIVO GENERAL 
Desarrollar un complemento dietario probiótico conteniendo la cepa Lactobacillus 
rhamnosus CRL1505 deshidratada.  
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Estandarizar parámetros de cultivo para la producción de biomasa de la cepa L. 
rhamnosus CRL1505 usando medios económicos de base no láctea.  
2. Evaluar in vitro la tolerancia intrínseca a condiciones de estrés térmico, osmótico y 
oxidativo con el fin de definir las condiciones óptimas para la sobrevida del probiótico al 
proceso de secado por pulverización. 
3. Evaluar la incidencia de polímeros de fosfato inorgánico (polyP) sobre la tolerancia 
de CRL1505 a estrés. 
4. Producir a escala de laboratorio un suplemento prototipo funcional a base de L. 
rhamnosus CRL1505 deshidratado por pulverización y determinar su estabilidad durante el 
almacenamiento. 
5. Evaluar in vivo el efecto antiinflamatorio y/o inmunomodulador de extractos libres 
de células de L. rhamnosus CRL1505 conteniendo polyP. 
 
HIPÓTESIS DE TRABAJO 
1- L. rhamnosus CRL1505 puede crecer en medios de cultivo de base no láctea con 
buena tasa de recuento de viables.  
2- El aumento de la  tolerancia intrínseca L. rhamnosus CRL1505 a condiciones de estrés 
mejora la sobrevida de las células al proceso de secado por pulverización y su estabilidad 
durante el almacenamiento. 
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3- El polifosfato inorgánico producido intracelularmente por L. rhamnosus CRL1505 
posee un efecto benéfico evidenciado en un modelo experimental murino de inflamación 
pulmonar aguda. 
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Comportamiento de L. rhamnosus CRL1505 en medios de cultivo de base no 
láctea 
 
INTRODUCCIÓN 
Las bacterias lácticas (BL) son microorganismos exigentes desde el punto de vista nutricional. 
Los nutrientes esenciales para su desarrollo están disponibles en medios complejos que 
contienen carbohidratos fermentables (fuente de carbono y energía), fuentes de nitrógeno 
(peptonas, triptonas, extracto de carne y levadura) y estimulantes del crecimiento como 
Tween 80 y sales (Mg+2, Mn+2). Medios complejos como MRS (90) y LAPTg (91) son de uso 
habitual en el laboratorio para sustentar el crecimiento de BL. Sin embargo, su empleo no 
es factible a escala industrial por el costo elevado de algunos componentes, como extracto 
de levadura y peptona de carne (92). Por otro lado, a nivel de producción de biomasa 
bacteriana para su empleo en industria, se percibe una tendencia cada vez mayor a utilizar 
medios de cultivo con bajo o nulo contenido en derivados de origen animal como la leche, 
en vista del número creciente de personas con intolerancia a lactosa y alergias a proteínas 
lácteas. Esta tendencia responde también a nichos emergentes de mercado representado 
por consumidores vegetarianos y veganos que podrían acceder a productos funcionales con 
probióticos pero exentos de ingredientes de origen animal. 
El medio de cultivo puede afectar el estado fisiológico de la biomasa microbiana obtenida 
en un biorreactor, el cual representa un factor clave en la tolerancia de las células a estrés 
derivado de los procesos tecnológicos previos a la comercialización del producto. Por 
ejemplo, congelamiento, compresión, secado por pulverización o liofilización, inclusión en 
matrices alimentarias, etc. En este sentido, la relativamente baja tolerancia de los probióticos 
a condiciones adversas (pH, temperatura, aW, osmolaridad, oxidación, falta de nutrientes) es 
uno de los principales factores que limitan su comercialización bajo la forma de productos 
comerciales no lácteos. Los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento pueden 
estimular en las células la tolerancia a diversos factores de estrés mediante la expresión de 
proteínas de estrés o la acumulación intracelular de solutos compatibles, entre otras 
estrategias de supervivencia. Recientemente, algunos autores (70, 80-82) reportaron que la 
  CAPÍTULO 1 
25 
 
 
acumulación citoplasmática de polifosfato inorgánico (polyP) en BL permite a las células 
tolerar condiciones de estrés. Los polyP son moléculas ubicuas en organismos vivos que 
consisten en cadenas lineales de unas pocas a cientos de moléculas de fosfato unidas por 
enlaces fosfoanhídridos (69, 93, 94). 
En este capítulo se estudiaron algunos aspectos tecnológicos relacionados con la 
producción de biomasa del probiótico CRL1505 en un medio de cultivo de base no láctea, 
con miras a un escalamiento competitivo a nivel industrial. Durante los estudios se observó, 
por primera vez, la presencia de gránulos de polyP en el citoplasma de la cepa CRL1505. 
Estos polianiones fueron visualizados y semi-cuantificados utilizando diferentes 
procedimientos metodológicos. Asimismo, se determinó la expresión de enzimas 
involucradas en el metabolismo de polyP y se estudió la tolerancia intrínseca a condiciones 
de estrés de la cepa cultivada en este medio.  
 
RESULTADOS 
Para la producción del probiótico L. rhamnosus CRL1505 en la planta de I+D del CERELA se 
utiliza un medio de base láctea (denominado en esta tesis como MI+D) suplementado con 
una fuente adicional de azúcar, proteína, nitrógeno y sales, entre las que se incluye 9,2 g/L 
de fosfato inorgánico. En este trabajo, se tomaron los componentes de este medio de cultivo 
como base de una nueva formulación, en la que se reemplazó la leche por peptona de carne, 
evaluándose dos concentraciones: 0,5 % y 1,0 %. Se establecieron las condiciones de cultivo: 
pH libre, 37°C y 24 hs de incubación para la cosecha y determinación de la biomasa 
producida. 
No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la producción de biomasa (9,04 ± 
0,04 log UFC/mL) en las dos concentraciones ensayadas, por lo que se seleccionó la menor 
concentración (0,5 %) a fin de reducir costos de producción. Este medio de cultivo se 
denominó MCM y se utilizó en ensayos posteriores. 
En la Figura 5 se muestra la cinética de crecimiento de L. rhamnosus CRL1505 en MCM. Se 
observa una fase de latencia de aproximadamente 3 hs y una fase exponencial de 
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crecimiento hasta las 14 hs, con una velocidad de crecimiento (µmax) de 0,30 ± 0,07 h-1. La 
biomasa obtenida fue 8,94 ± 0,07 log UFC/mL a las 20 hs, con un pH final de 3,80 ± 0,04.  
 
Morfología de L. rhamnosus CRL1505  
El medio de cultivo MCM contiene una concentración de fosfato inorgánico (Pi) 
significativamente superior (9,2 g/L) a la utilizada en los medios de cultivo convencionales 
para BL, como por ejemplo el medio MRS que tiene 2 g/L de Pi. En bacterias, la concentración 
de Pi presente en el medio puede estimular la acumulación de polyP en el citoplasma celular. 
En este sentido, se estudió la morfología del probiótico CRL1505 cultivado en medio MCM 
mediante técnicas de microscopías óptica (tinción de Neisser) y electrónica de transmisión 
(TEM).  
La morfología característica de este microrganismo consiste en bacilos delgados, largos y 
“enrulados” (Figura 6 a). La tinción de Neisser, técnica de tinción específica para polyP, se 
basa en el uso del colorante básico azul de metileno que tiñe estos gránulos en bacterias 
(63, 70). La Figura 6 b muestra las células de L. rhamnosus CRL1505 teñidas con el reactivo 
de Neisser y observadas mediante microscopía óptica de inmersión. Los puntos azules de 
Figura 5. Crecimiento de L. rhamnosus CRL1505 en MCM a pH libre, 37°C y durante 24 hs. 
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mayor intensidad en el citoplasma celular corresponden a gránulos de polyP y ponen en 
evidencia la presencia de estas inclusiones en la cepa CRL1505.  
 
La presencia de los gránulos de polyP en el citoplasma de L. rhamnosus CRL1505 fue 
confirmada mediante TEM. En la mayoría de las células se observaron huecos circulares y 
ovales en el citoplasma, de diámetro aprox. 50-200 nm (Figura 7), característicos en 
bacterias que acumulan polyP (63, 70). 
Figura 6. Micrografías ópticas de inmersión (100x) de L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM 
(pH libre, fase estacionaria, 37°C) sin (a) y con (b) tinción de Neisser 
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Acumulación de polyP 
La acumulación de polyP por algunos géneros bacterianos, tanto Gram negativos como 
Gram positivos, es dependiente de la concentración de Pi del medio de cultivo (63, 70, 95). 
Para determinar si L. rhamnosus CRL1505 tenía un comportamiento similar a lo mencionado, 
se preparó el medio MCM sin adición de Pi [MCM(-)]. CRL1505 fue cultivada en ambas 
condiciones [MCM y MCM(-)] a fin de comparar parámetros de crecimiento, niveles de polyP 
y funcionalidad de los genes que codifican para las enzimas que participan en el 
metabolismo de este polianión.  
El crecimiento (A600) de CRL1505 en los medios MCM y MCM(-) fue similar (p > 0,05) luego 
de 20 hs de fermentación. Sin embargo, se observó un valor de µmax 1,3 veces mayor (p < 
0,05) en los cultivos MCM comparado con los valores de µmax en MCM(-). Respecto al pH, no 
se observaron diferencias significativas luego de 20 hs de fermentación en los medios MCM 
y MCM(-), obteniéndose valores de 3,80 ± 0,05 y 3,84 ± 0,22, respectivamente. El recuento 
celular fue ca. 0,5 unidades logarítmicas (ULog) mayor (p < 0,05) en los cultivos MCM (9,03 
± 0,13 log UFC/mL) respecto a MCM(-) (8,68 ± 0,18 log UFC/mL).  
Para la determinación del nivel de polyP acumulado se utilizó un método semi-cuantitativo 
basado en el uso de una sonda fluorescente (4´,6-diamidino-2-fenilindol, DAPI) que se une 
al polianión formando un complejo con señal de emisión característica a 550 nm. Esta técnica 
Figura 7. Micrografías electrónicas de transmisión de L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM 
a pH libre, 37°C y cosechado en fase estacionaria de crecimiento. 
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es utilizada en la bibliografía para la semi-cuantificación de polyP en bacterias Gram 
negativas (95, 96), por lo que fue necesario adaptarla para la cepa CRL1505 por tratarse de 
una bacteria Gram positiva. Así, las células cultivadas en MCM y cosechadas en fase 
estacionaria de crecimiento fueron permeabilizadas con dodecil sulfato sódico (SDS) y 
cloroformo para permitir el ingreso de la sonda fluorescente. Posteriormente, las células con 
la sonda se incubaron bajo agitación durante 20 min determinándose el espectro de emisión 
de fluorescencia a intervalos de 5 min. La Figura 8 muestra los resultados obtenidos. Las 
células permeabilizadas emitieron un espectro de fluorescencia típico del complejo DAPI-
polyP que manifiesta la presencia de este polianión en el citoplasma, mientras que las células 
no permeabilizadas y tratadas con DAPI mostraron una débil señal de fluorescencia. El 
tiempo de incubación se fijó en 15 min, ya que no se observó aumento de fluorescencia 
después de este periodo. 
 
Una vez estandarizada la técnica con DAPI, se procedió a la semi-cuantificación de polyP en 
la cepa CRL1505 cultivada en MCM y MCM(-). Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 8. Espectros de emisión de fluorescencia del complejo DAPI-polyP en células de L. rhamnosus 
CRL1505 con distintos tratamientos de permeabilización. UA, unidades arbitrarias. 
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Figura 9. La emisión de fluorescencia de DAPI-polyP fue 2:1 UA (unidades arbitrarias) en los 
cultivos MCM respecto a los cultivos MCM(-). Como control negativo de fluorescencia se 
usó una cepa mutante ppk de Escherichia (E.) coli que no sintetiza polyP. 
 
La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se empleó para separar y 
visualizar el polyP presente en extractos intracelulares (EICs) de L. rhamnosus CRL1505 
provenientes de ambos cultivos, MCM (EIC) y MCM(-) [EIC(-)]. Esta técnica utiliza azul de 
toluidina como colorante básico de tinción para polifosfato (70, 97-100). Se incluyó el análisis 
de los medios de cultivo estériles a fin de descartar interferencias con otros polianiones que 
pudieran ser detectados con azul de toluidina. Asimismo, se utilizaron los sobrenadantes 
[SBN y SBN(-)] de los cultivos respectivos para evaluar la presencia de polyP en el medio 
extracelular, de acuerdo a lo informado para L. paracasei JCM 1163(101). 
En un primer ensayo se sembró únicamente el EIC proveniente del cultivo en MCM. Se 
emplearon geles de poliacrilamida al 8 % utilizando ADN plasmídico proveniente de una 
bacteria láctica como referencia de tamaño molecular. Luego del revelado del gel con azul 
Figura 9. Espectros de emisión de fluorescencia del complejo DAPI-polyP en L. rhamnosus 
CRL1505 cultivado en MCM y MCM(-). UA, unidades arbitrarias. 
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de toluidina se visualizó una banda definida en la zona inferior de la calle 1 correspondiente 
al EIC (Figura 10) lo que indicaría la presencia de un polyP de bajo peso molecular. También 
se observó una gran cantidad de muestra remanente en los pocillos de siembra que no 
ingresó al gel, al igual que lo ocurrido con el ADN plasmídico (calle 4). 
 
En base a estos resultados, se utilizó una concentración menor (4 %) de poliacrilamida con 
el fin de aumentar el tamaño del poro y posibilitar el ingreso de la totalidad de la muestra 
al gel. En este caso se utilizó un estándar de polyP sintético de 45 residuos de fosfato (polyP-
45; PM 4748 Da) como control y marcador de tamaño molecular. En general, los polyP no se 
resuelven en PAGE como una banda coloreada definida, como es el caso de las proteínas, 
sino en forma de una banda “arrastrada” a lo largo de la corrida. La Figura 11 muestra la 
corrida electroforética del gel preparado al 4 %, donde se visualizan estas bandas en las 
calles 3 y 6, las cuales son características de polyP (70, 97-101). La banda obtenida en la calle 
correspondiente al EIC (calle 6) resultó mucho más intensa que la del EIC(-) (calle 3). No se 
observaron bandas en las calles correspondientes a los medios MCM y MCM(-), lo que 
permitió descartar interferencias de los medios de cultivo. La ausencia de bandas en los 
sobrenadantes de cultivo (calles 2 y 5) indica que el polyP permanece en el interior de las 
Figura 10. Análisis por PAGE (8 %) de polyP proveniente de L. rhamnosus CRL1505 cultivado en 
MCM (pH libre, fase estacionaria de crecimiento, 37°C). Calles: (1) EIC, (2) MCM, (3) SBN, (4) ADN. 
.plasmídico.  
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células, lo que se observó en ambos geles (Figuras 10 y 11). El estándar de polyP-45 
utilizado como marcador de peso molecular (calle 7) se ubicó en una zona inferior a la de 
las muestras de EICs, lo que sugiere que la longitud de cadena del polyP de CRL1505 sería 
mayor a 45 residuos de fosfato; es decir, este polyP tiene un PM superior a 4748 Da. 
 
Los resultados obtenidos mostraron que L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM sin 
agregado de Pi (MCM-) acumuló polyP, lo que podría deberse a la presencia de trazas de Pi 
en extracto de levadura y peptona de carne, componentes del medio MCM y MCM(-). A fin 
de corroborar esta hipótesis, se determinó la concentración de Pi en ambos medios y en 
soluciones de extracto de levadura y peptona de carne con las concentraciones presentes 
en los medio de cultivo (1,0 % y 0,5 %, respectivamente). Se utilizó una técnica 
espectrofotométrica para la determinación de Pi. Los resultados se muestran en la Figura 
12.  
El medio MCM tiene una concentración de Pi de 8,12 ± 2,21 g/L y el medio MCM(-), 0,70 ± 
0,13 g/L de Pi. Este valor es cercano a la suma de Pi correspondiente a las soluciones de 
Figura 11. Análisis por PAGE (4 %) de polyP de L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM y MCM(-) 
(pH libre, 37°C, fase estacionaria de crecimiento). Calles: (1) MCM(-),(2) SBN(-), (3) EIC(-),(4) MCM, 
(5) SBN, (6) EIC, (7) polyP-45.  
Marcador 
de PM: 
polyP-45 
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extracto de levadura y peptona (0,64 ± 0,17 g/L), por lo que se asume que el Pi presente en 
MCM(-) proviene de estos componentes.  
 
Finalmente, se estudió la transcripción de los genes que codifican para las enzimas que 
participan en el metabolismo de polyP en BL: ppk, ppx1 y ppx2 (70), que codifican para una 
polifosfato quinasa (PPK) y dos exopolifosfatasas (PPX1 y PPX2, respectivamente). La enzima 
PPK es encargada de la reacción reversible de síntesis de polyP a partir de ATP mientras que 
la enzima PPX hidroliza polyP a partir de sus fosfatos terminales. El genoma de L. rhamnosus 
CRL1505 se encuentra actualmente secuenciado (102) por lo que fue posible corroborar que 
los genes (ppk de 898 pb, ppx1 de 909 pb y ppx2 de 881 pb) están presentes en esta cepa. 
En base a esta información se diseñaron tres pares de primers para evaluar, mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR), la funcionalidad de los 
genes mencionados en el probiótico CRL1505, cultivado en los medios MCM y MCM(-).Se 
utilizó como gen reportero de la transcripción, el ARNm (retrotranscripto) proveniente del 
gen 16s ARNr. 
Figura 12. Concentración de fosfato soluble (Na2HPO4) en los medios de cultivo MCM, MCM(-) y 
en soluciones de peptona (0,5 %, p/v) y extracto de levadura (1,0 %, p/v).  
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Los resultados mostraron que los tres genes fueron transcriptos en ambas condiciones de 
cultivo, con una mayor intensidad de bandas (1,4 veces ppx1; ,5 veces ppx2 1 y 2 veces ppk) 
en el medio MCM (Figura 13). Estos resultados estuvieron en concordancia con los 
obtenidos por fluorescencia y PAGE, en los que se observaron mayores niveles de polyP en 
la condición MCM (Figuras 9 y 11). 
 
 
Tolerancia intrínseca a condiciones de estrés 
Con el fin de evaluar el comportamiento de L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM frente 
a condiciones de estrés, se realizaron curvas de muerte de la cepa frente a diferentes 
estresores: temperatura, H2O2 y aW (ajustada con glicerol). Las células cultivadas en MCM 
(pH libre, 37°C, fase estacionaria de crecimiento) fueron cosechadas, suspendidas en buffer 
fosfato de potasio (pH 7) y sometidas a las diferentes condiciones de estrés, determinándose 
la viabilidad celular post-desafío. La sobrevida celular se expresó como log N/Ni, donde N 
representa el recuento celular al tiempo final de desafío y Ni el recuento celular inicial, sin 
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificación (~900 pb) de los genes ppk, 
ppx1 y ppx2 por RT-PCR en L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM (calles 2-5) y MCM(-) (calles 6-
9). Calles: (1) Marcador de peso molecular, (2 y 6) ppx1, (3 y 7) ppx2, (4 y 8) ppk, (5 y 9) 16 S ARNr.  
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exposición a estrés (Figura14). Un control positivo de células mantenidas en buffer a 37°C 
sin adición de estresores se utilizó como control de la viabilidad inicial (Ni). 
Frente a estrés térmico (50°C y 55°C) la viabilidad celular de CRL1505 se mantuvo constante 
durante el tiempo de desafío (20 min). A 60°C y 65 °C se observó una disminución de 2,24 
± 0,56 y 5,98 ± 1,20 log N/Ni, respectivamente a los 5 min de incubación, no detectándose 
células viables a 65°C luego de 20 min. Durante el primer minuto de exposición a 70°C las 
células murieron en su totalidad (Figura 14 a). 
La cepa CRL1505 presentó una osmotolerancia intrínseca elevada en todas las condiciones 
de aW evaluadas durante los 20 min de desafío (Figura 14 b). Similares resultados se 
observaron frente a estrés oxidativo, no observándose disminución de la viabilidad hasta 
una concentración de 0,10 % de H2O2 (Figura 14 c). 
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Figura 14. (a)Sobrevida (log N/Ni) de L. rhamnosus CRL1505 durante 20 min de tratamiento en buffer fosfato de potasio (pH 7) a diferentes 
temperaturas (37°C- 70°C); (b) Adicionado de H2O2 (0,05 %-0,40 %) o (c) Ajustado a diferentes valores de aW (0,272-0,972). 
 
a b 
c 
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En base a los resultados obtenidos, se establecieron las siguientes condiciones de estrés 
letal: shock térmico, 60°C/5 min; shock oxidativo, 0,20 % H2O2/10 min; shock osmótico, aW 
0,200/60 min, con una pérdida de viabilidad de al menos 1 ULog. Estas condiciones de shock 
se aplicaron para conocer el comportamiento de cultivos CRL1505 en el medio MCM(-) sin 
adición de Pi. Las células cultivadas en este medio (pH libre, 37°C, fase estacionaria) fueron 
cosechadas, suspendidas en buffer fosfato de potasio (pH 7) y sometidas a condiciones de 
shock térmico, osmótico y oxidativo previamente establecidas. La Tabla 2 muestra los 
resultados comparativos de los cultivos MCM y MCM(-), observándose una mayor sobrevida 
a estrés en los cultivos MCM.  
 
Tabla 2. Efecto del medio de cultivo en la tolerancia a estrés de L rhamnosus CRL1505. Shock 
térmico: 60°C, 5 min; shock osmótico: aw 0,200; 60 min y shock oxidativo: 0,20 % H202, 10 
min. 
Cultivo 
Sobrevida celular (log N/Ni)* 
Shock térmico Shock osmótico Shock oxidativo 
MCM -2,24 ± 0,56 a -0,70 ± 0,05a -1,00 ± 0,13a 
MCM(-) -3,28 ± 0,30 b -1,30 ± 0,23b -2,30 ± 0,34b 
*N=recuento celular a los 5 min de shock; Ni=recuento celular inicial. a, b Para cada estresor, datos con la misma 
letra en superíndice no son significativamente diferentes (p > 0,05). 
 
Para complementar el análisis de la sobrevida de CRL1505 frente a condiciones de estrés se 
utilizó la técnica de citometría de flujo en combinación con el kit BDTM Cell Viability. Esta 
técnica combina una doble tinción de las células para proporcionar información de 
parámetros funcionales; en este caso, la integridad de la membrana a través de la retención 
de naranja de tiazol (medida de la viabilidad celular) y la acumulación intracelular de ioduro 
de propidio (utilizado para medir el daño de membranas plasmáticas) (103). En este sentido, 
se utilizó esta metodología para comparar la integridad celular de cultivos MCM y MCM(-) 
después de su exposición a shock. Esta técnica no pudo utilizarse en los cultivos someti dos 
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a shock osmótico y oxidativo por inconvenientes técnicos derivados de la presencia de 
glicerol y H2O2. 
Los resultados obtenidos para los cultivos sometidos a shock térmico se muestran en la 
Figura 15. En los densidity plots obtenidos del análisis de citometría de flujo, la población 
de bacterias se distribuyen en 3 regiones de acuerdo a su integridad de membrana: % células 
muertas, % células dañadas y % células vivas. Como control se utilizaron indistintamente 
células provenientes de cultivos en fase estacionaria, MCM o MCM(-), las cuales fueron 
mantenidas a 37°C durante 5 min (Figura 15 a). En este control se observa una población 
celular con un alto porcentaje de células vivas (49,1 %) y dañadas (21,5 %) conjuntamente 
con un bajo porcentaje de células muertas (2,7 %). Este perfil poblacional es característico 
de cultivos en fase estacionaria.  
Una disminución en las células vivas y un aumento en las células muertas se observó cuando 
los cultivos CRL1505 en ambas condiciones [MCM y MCM(-)] fueron sometidos a shock 
térmico. La magnitud de los cambios en los porcentajes poblacionales dependió del medio 
de cultivo empleado. CRL1505 cultivada en MCM (alto contenido de polyP) y expuesta a 
shock térmico mostró un 50,4 % de células muertas (Figura 15 b), valor que ascendió a 
85,9% para los cultivos en MCM(-) (bajo contenido de polyP) (Figura 15 c).  
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Asimismo, a partir del análisis de citometría de flujo, pudieron observarse diferencias en el 
tamaño y complejidad de la población celular después del estrés térmico, por los cambios 
generados en la dispersión de la luz por poblaciones morfológicamente diferentes (Figura 
16). Estos parámetros disminuyeron después del shock térmico, observándose una 
Figura 15. Densidity plots de L. rhamnosus CRL1505 cultivada en MCM y MCM(-) (pH libre, 37°C y 
fase estacionaria de crecimiento) y sometida a shock térmico. (a) Células mantenidas a 37°C durante 
5 min; (b) Cultivos MCM después de 5 min de shock térmico (c) Cultivos MCM(-) después de 5 min 
de shock  térmico. 
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población más compacta, con un Forward Scatter (FSC) menor respecto a células no 
estresadas. 
 
 
Estos resultados se corresponden con las observaciones de TEM. En la Figura 17 puede 
observarse la estructura característica de células inalteradas, mantenidas a 37°C durante 5 
min (a), en comparación con células sometidas a shock térmico (b) donde se destacan ciertas 
modificaciones a nivel estructural. En el citoplasma de las células control, sin tratamiento 
térmico, se observan vesículas membranosas (V) y ribosomas (R), los cuales desaparecieron 
después del shock térmico, al mismo tiempo que aparecieron fracturas (F) a nivel de la 
membrana plasmática (MP) y un citoplasma de apariencia granular (G) característico, 
probablemente debido a la precipitación de proteínas y otros componentes celulares 
durante el shock térmico. Por el contrario, la estructura de la pared celular (PC) se observa 
inalterada. 
 
Figura 16. FSC-Histograma de dispersión (Forward Scatter) de células de L. rhmanosus CRL1505 
suspendidas durante 5 min en buffer fosfato a 37°C (línea azul) y a 60°C (shock térmico, línea roja). 
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DISCUSIÓN 
Las actividades de I+D son necesarias para optimizar los resultados de laboratorio y ajustar 
las variables tecnológicas de un bioproceso, como etapa preliminar para un cambio de 
escala y eventual transferencia tecnológica. En este capítulo se evaluó el comportamiento 
del probiótico L. rhamnosus CRL1505 en un medio de base no láctea, reemplazando la leche 
por peptona de carne en su formulación. A la concentración de peptona usada (0,5 %) se 
obtuvieron resultados similares al medio original (MI+D): una producción de biomasa de ca. 
9 log UFC/mL, con la ventaja de una metodología de preparación del medio de producción 
más simple al eliminar la leche de su formulación. Es conocido el efecto positivo de 
hidrolizados de proteínas, ampliamente usados a escala laboratorio, en el crecimiento de 
lactobacilos (104, 105). Sin embargo, estos compuestos representan un 70 % del costo total 
del medio de cultivo, lo que limita su empleo a mayor escala. La sustitución de leche (medio 
MI+D) por peptona de carne (medio MCM) significa un incremento de 1 USD por litro. 
Comparando con el medio MRS (uno de los más usados para el cultivo de lactobacilos) el 
precio de MCM es 5 veces menor (MRS, 13,9 USD/L). 
El medio MCM, cuya concentración de Pi es significativamente mayor (3,6 veces) que la de 
los medios de cultivo convencionales para BL, induce la acumulación de gránulos de polyP 
Figura 17. Micrografías electrónicas de transmisión de células de L. rhamnosus CRL1505. La 
cepa se mantuvo a 37ºC durante 5 minutos (a) o fue expuesta a shock térmico (b). Magnificación 
de x 80,000.  
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en la cepa CRL1505. La tinción específica de Neisser permitió visualizarlos al microscopio 
óptico por la metacromasia característica del polianión polyP, en concordancia con lo 
observado para otros lactobacilos (63, 70). En las micrografías obtenidas con TEM se 
observaron agujeros o holes en el citoplasma celular L. rhamnosus CRL1505 cultivado en 
MCM, similar a lo informado por Huang (63) y Alcántara (70) en cepas de los géneros 
Propionibacterium y Lactobacillus, quienes los identificaron como inclusiones de polyP. Estas 
inclusiones se observan como gránulos electrodensos que se desvanecen bajo un haz de 
electrones. Debido a la preparación de las muestras para TEM como láminas muy delgadas, 
los gránulos de polyP citoplasmáticos son “arrancados” durante el corte dejando agujeros 
característicos (106, 107) como se observa en las imágenes de CRL1505 (Figura 7). El tamaño 
de los holes en este caso no superó los 200 nm, tamaño inferior al reportado para otros 
lactobacilos (> 500 nm) (70).  
Para determinar los niveles de acumulación de polyP en L. rhamnosus CRL1505 se 
estandarizó y utilizó por primera vez en BL, una técnica semi-cuantitativa para bacterias 
Gram negativas (95), lo que constituye un aporte al estudio de estos biopolímeros en 
bacterias Gram positivas. 
De acuerdo a los perfiles de corrida por PAGE, el principal polyP acumulado por L. rhamnosus 
CRL1505 tendría una longitud de cadena mayor a 45 residuos de fosfato y un PM que supera 
los 4748 Da, comparando con un polyP sintético usado como marcador de PM (4748 Da; 45 
residuos de fosfato). Resultados similares fueron reportados por Saiki y col. (101) quienes 
determinaron que el tamaño del polyP acumulado por L. paracasei JCM 1163 fue aprox. de 
700 residuos de fosfato. Por otro lado, en este microorganismo se ha comprobado la 
presencia de polyP en sobrenadantes de cultivo, aunque en cantidades hasta 1000 veces 
menor al contenido intracelular (101) Los autores sugieren a partir de estas evidencias, que 
el polyP no se excreta activamente sino que se filtraría al exterior de las células. En nuestros 
estudios, no se detectaron bandas de polyP en el sobrenadante de CRL1505. 
En lactobacilos, la acumulación de polyP varía según la especie, la cepa y las condiciones de 
cultivo (70) siendo la presencia de fosfato inorgánico en el medio una condición necesaria 
para la acumulación del polianión. Schurig-Briccio y col. (95) informaron que E. coli cultivada 
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en un medio con una concentración de Pi mayor a 11,5 g/L acumulaba altos niveles de polyP 
durante la fase estacionaria. Resultados similares fueron reportados por Huang y col. (63) en 
Propionibacterium (P.) freudenreichii cultivada en suero de queso hiperconcentrado (11 g/L) 
comparado con suero de queso normal que contiene aprox. 1,8 g/L de Pi. Estos autores 
proponen que la acumulación de polifosfato es inducida osmóticamente y utilizada por P. 
freudenreichii como moléculas de almacenamiento de energía y soluto compatibles.  
En L. rhamnosus CRL1505, la acumulación de polyP tiene una relación directa con la 
concentración de Pi del medio de cultivo. Así, en el medio MCM(-) el nivel de polyP 
disminuyó 38 % (UA) respecto a los niveles determinados en MCM (aprox. 14000 UA). Es 
interesante señalar que L. rhamnosus CRL1505 continúa acumulando polyP en el medio 
MCM (-) por no ser un medio libre de Pi ya que contiene pequeñas cantidades (0,70 g/L de 
Pi) provenientes de algunos componentes del medio, como peptona de carne y extracto de 
levadura. Esta concentración es ca. 12 veces menor que el medio MCM, cuya concentración 
de fosfato (9,2 g/L) es, a la vez, superior a la del medio MRS (2 g/L), de uso convencional 
para el crecimiento de BL. Alcántara y col. (70) también observaron mayor presencia de polyP 
en lactobacilos cultivados con 9 g/L de Pi (concentración similar a la de nuestro medio MCM) 
comparado con cultivos en MRS. 
La acumulación de inclusiones de polyP en L. rhamnosus CRL1505 se correlacionó con la 
presencia del gen ppk en su genoma, lo que concuerda con otros autores que consideran la 
enzima polifosfato quinasa (PPK) como la principal involucrada en la síntesis de polyP (71). 
Los estudios preliminares sobre la regulación de la síntesis de polyP por fosfato fueron 
realizados mediante RT-PCR. La expresión del gen ppk fue 2 veces mayor (p <0.05) en el 
medio MCM respecto a MCM(-), lo que explica los menores niveles de polyP detectados en 
este último. Gavigan y col. (108) también realizaron estudios acerca de la regulación por 
fosfato de la transcripción del gen ppk en Acinetobacter baumannii, sin embargo, en este 
microorganismo los transcriptos del gen ppk se detectaron en células en fase estacionaria 
cultivadas en condiciones limitantes de fosfato y no en condiciones con exceso de fosfato, 
a diferencia de los resultados obtenidos para CRL1505. En este caso, las enzimas 
responsables de la síntesis y degradación de polyP están codificadas por genes que forman 
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parte de un mismo operón, por lo que se piensa que la transcripción de estos genes se 
encuentra co-regulada, de acuerdo a los resultados obtenidos en la Figura 13. En CRL1505 
podría existir una extra regulación de la enzima PPX que permite que la acumulación de 
polyP predomine sobre la degradación, como ocurre en E. coli, donde los genes ppk y ppx 
forman un mismo operón, por lo que no se espera una transcripción diferencial de los 
mismos (109). La síntesis y degradación de polyP en E. coli están reguladas por guanosina 
tetrafosfato (ppGpp) que interactúa con PPX inhibiendo su actividad. En este sentido, 
condiciones fisiológicas tales como el ayunado en aminoácidos, que aumenta el nivel de 
ppGpp, resultan en la acumulación de polyP mientras que niveles bajos de ppGpp, como 
ocurre durante el crecimiento exponencial, favorecen su hidrólisis, disminuyendo así la 
concentración intracelular (109).  
La producción de probióticos como suplemento alimentario requiere de un nivel apropiado 
de células viables (110). Aunque se han detectado proteínas que regulan los mecanismos de 
tolerancia a ciertos factores de estrés, esta resistencia depende también de factores 
genéticos y ambientales, así como del estado fisiológico de la célula (55, 111). L. rhamnosus 
CRL1505 cultivado en medio MCM mostró una elevada osmo y oxi tolerancia, siendo la 
temperatura el factor de estrés con mayor impacto en la viabilidad celular. La tolerancia 
térmica de probióticos, generalmente cepa dependiente (55), es un factor importante para 
el secado por pulverización ya que determinará su supervivencia al proceso tecnológico 
(112). Por ello, la resistencia térmica de las BL destinadas a ser utilizadas como probióticos 
deshidratados es generalmente estudiada (113). Parente y col. (114) evaluaron la tolerancia 
de cepas de lactobacilos a diferentes condiciones de estrés y observaron que un tratamiento 
térmico de 55°C/15 min, produjo una reducción de 4 a 7 ULog en la población viable de la 
mayoría de las cepas. En contraste, Gardiner y col. (115) mostraron que temperaturas hasta 
55°C no indujeron diferencias significativas en la resistencia térmica en cepas de lactobacilos, 
resultados similares al obtenido para L. rhamnosus CRL1505. 
La membrana celular es el componente más susceptible a estrés térmico (43). Este daño 
puede  examinarse con métodos directos como el análisis de citometría de flujo combinado 
con colorantes funcionales (116). Mediante esta metodología se visualizó un gran número 
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de células dañadas en CRL1505 luego de la exposición a shock térmico, las cuales podrían 
representar una población de células “viables no cultivables” (117-120). Esta población está 
constituida por células potencialmente funcionales que deben ser consideradas y no pueden 
visualizarse por recuento en placa. Además, recientes estudios sobre la cepa inmunobiótica 
CRL1505 revelaron que las células no viables (muertas por calor) o sus fracciones celulares 
(pared celular, peptidoglicano y exopolisacáridos) mantienen el efecto sobre el sistema 
inmune y podrían usarse como nuevos bioproductos inmunomoduladores (24, 121). Sin 
embargo, incluso cuando células dañadas puedan representar una fracción biológicamente 
activa y beneficiosa de la población microbiana, un alto número de células viables (aprox. 8 
log UFC/mL) es importante para lograr el máximo efecto probiótico en el huésped (122). 
Respecto a los resultados obtenidos frente a shock osmótico, la cepa CRL1505 mostró una 
osmotolerancia elevada a valores de aW cercanos a 0,300 durante el tiempo establecido (20 
min). Incluso utilizando 60 min de tratamiento osmótico, la cepa no mostró grandes pérdidas 
de viabilidad (datos no mostrados). Estos resultados podrían deberse a que el glicerol (usado 
en este trabajo para ajustar los valores de aW) es un soluto compatible con CRL1505, a 
diferencia de NaCl, generalmente usado como estresor osmótico (114, 123). En general, los 
solutos compatibles son moléculas altamente solubles y no llevan una carga neta a pH 
fisiológico, por lo que pueden alcanzar altas concentraciones intracelulares sin alterar las 
funciones celulares vitales (124), como ocurre con las sales inorgánicas  
La oxitolerancia es otro factor importante en bacterias lácticas a ser incluidas en alimentos, 
lo que puede estar ligado a enzimas como las peroxidasas y glutatión reductasas (114) o a 
un mecanismo de defensa basado en la producción de una pseudocatalasa conformada por 
polyP y Mn+2, como lo descripto en L. plantarum (125). En el caso de CRL1505, la exposición 
a 0,10 % de peróxido de hidrógeno no afectó la viabilidad celular, a diferencia de lo 
informado para otras cepas de lactobacilos (pérdida de viabilidad de 4 a 8 ULog) en las 
mismas condiciones (114).  
La función biológica principal de polyP en bacterias no está definida. Numerosos estudios 
informan diversas funciones del polianión en organismos eucariotas y bacterias Gram 
negativas, principalmente en E. coli, pero existen escasos estudios disponibles en bacterias 
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lácticas. Está  comprobado que los polyP se relacionan con la sustitución de ATP en 
reacciones de quinasas y, para nuestro especial interés, con la adaptación fisiológica de las 
células para sobrevivir y crecer en entornos adversos (69). Alcántara y col. (70, 83) 
demostraron que una mutación del gen ppk en L. casei dio lugar a una disminución del 
crecimiento bajo una variedad de condiciones de estrés, con un efecto más pronunciado en 
estrés ácido y salino. Asimismo, en el trabajo recientemente publicado por este grupo (83) 
se informa también un aumento de la toxicidad por mercurio inorgánico [Hg (II)] y orgánico 
(CH3Hg) en esta mutante ppk de L. casei. Los resultados de tolerancia a estrés térmico, 
oxidativo y osmóstico obtenidos para  L. rhamnosus CRL1505 cultivado en el medio MCM(-
) sin agregado de Pi, permiten asumir que se requieren niveles de polyP mayores a 14000 
UA (valor obtenido en este medio) para mejorar la tolerancia celular a estrés.  
A partir de estos resultados se seleccionó el medio MCM para los posteriores estudios. Dado 
que la temperatura fue el estresor con mayor impacto en la viabilidad celular, en el Capítulo 
2 se presentan diversas estrategias para mejorar la tolerancia de CRL1505 a estrés térmico.  
 
CONCLUSIONES PARCIALES 
Los resultados obtenidos en este Capítulo permiten concluir que: 
 L. rhamnosus CRL 1505 cultivado en el medio MCM conteniendo 0,5 % de peptona 
de carne en lugar de leche como fuente de proteína, alcanzó una biomasa aproximada de 9 
log UFC/mL luego de 22 hs de fermentación, similar a la obtenida en el medio MI+D de base 
láctea. 
 No se observaron diferencias significativas en el crecimiento (A600 y pH) de L. 
rhamnosus CRL1505 en los medios con (MCM) y sin [MCM(-)] adición de fosfato luego de 
20 hs de incubación, aunque el recuento de células viables (log UFC/mL) fue 0,5 ULog mayor 
en el primero. 
 L. rhamnosus CRL 1505 acumula en el citoplasma principalmente polyP de PM 
superior a 4748 Da. 
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 Existe una relación entre la concentración de fosfato del medio de cultivo, la 
acumulación de polyP y la tolerancia de L. rhamnosus CRL1505 a estrés térmico, osmótico y 
oxidativo. 
 Los genes ppx1, ppx2 y ppk, que codifican para las enzimas PPX1, PPX2 y PPK, 
respectivamente, involucradas en el metabolismo de polyP, se encuentran funcionales en L. 
rhamnosus CRL1505 en ambos medios de cultivo [MCM y MCM(-)], con una expresión mayor 
en MCM. 
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Estrategias de optimización de la tolerancia a estrés térmico de  
L rhamnosus CRL1505 
 
INTRODUCCIÓN  
La sobrevida de probióticos a condiciones adversas puede optimizarse considerando, entre 
otros factores, las condiciones de fermentación (61, 114, 126, 127) o el tratamiento de los 
cultivos a condiciones subletales de estrés químico y/o físico (112, 114, 127-129). A pesar de 
obtenerse en algunos casos resultados promisorios, la respuesta de las células probióticas a 
estas estrategias tecnológicas es cepa dependiente y debe ser evaluada.  
A partir de los resultados obtenidos en el Capítulo 1 se seleccionó el medio MCM para el 
cultivo de L. rhamnosus CRL1505. Estas condiciones de cultivo le otorgaron a la cepa 
CRL1505 osmo y oxi-tolerancia elevadas, siendo la temperatura el factor de estrés con mayor 
impacto en su viabilidad celular. En este Capítulo 2 se evaluaron estrategias tecnológicas 
para mejorar la tolerancia del probiótico CRL1505 a shock térmico (60°C; 5 min), como los 
tratamientos subletales (térmico, oxidativo y osmótico) y la variación de las condiciones de 
fermentación (agitación, fase de crecimiento, pH).  
 
RESULTADOS 
Efecto de tratamientos subletales 
En base a los resultados obtenidos (Capítulo 1, Figura 14) se establecieron las siguientes 
condiciones de estrés subletal: 
 Estrés térmico subletal: 55°C/10 min. 
 Estrés oxidativo subletal: 0,05 % H2O2/10 min. 
 Estrés osmótico subletal: aW 0,500/30 min. 
El criterio de selección de estas condiciones subletales fue una pérdida de viabilidad celular 
de hasta 1 ULog despúes de cada tratamiento. 
Así, L. rhamnosus CRL1505 fue expuesta a condiciones subletales de temperatura (factor de 
estrés homólogo) o de un factor de estrés heterólogo (protección cruzada, H2O2 y aW) y 
posteriormente desafiada a shock térmico (60°C; 5 minutos). Como control se utilizó la 
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condición de shock térmico sin previo tratamiento subletal (tolerancia térmica aprox. -2 
ULog) 
Los tratamientos subletales evaluados no mejoraron la sobrevida de la cepa a shock térmico, 
obteniéndose pérdidas de viabilidad similares al control sin tratamiento subletal (Figura 18). 
 
Efecto de las condiciones de fermentación 
Agitación  
Durante la fermentación microbiana, las células cultivadas bajo agitación crecen con una 
mejor disponibilidad de nutrientes lo que se traduce en un aumento en el rendimiento en 
biomasa (130, 131). Sin embargo, la agitación implica disolución de oxígeno en el medio de 
cultivo, lo que puede afectar positiva o negativamente la tolerancia de BL a estrés (132). En 
este sentido, se evaluó en primer lugar el efecto de la agitación (150 y 400 rpm) sobre la 
morfología, crecimiento y tolerancia térmica de la cepa CRL1505, para lo cual la cepa fue 
Figura 18.  Sobrevida de cultivos de L. rhamnosus CRL1505 frente a shock térmico (60°C, 5 min). Los 
cultivos fueron expuestos directamente a shock (control) o primero a tratamientos subletales 
(térmico, osmótico y oxidativo). N: recuento de células a los 5 min de shock térmico; Ni: recuento de 
células inicial. 
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cultivada en MCM a 37°C, pH libre, durante 24 hs, con y sin agitación. En la Figura 19 pueden 
observarse las diferencias morfológicas de cultivos agitados: y estáticos: bacilos cortos y 
redondeados en el primer caso, y bacilos largos y enrulados característicos de CRL1505 
durante el crecimiento estático. 
 
 
No se observaron diferencias (p > 0,05) en el crecimiento de CRL1505 en ambas condiciones 
luego de 24 hs de fermentación (Tabla 3) siendo ácido láctico el principal producto de 
fermentación. Bajo agitación la cepa produjo además ácido acético, fórmico y etanol, este 
último siendo detectado solamente a 400 rpm. La mayor producción (1,3 a 2 veces) se 
obtuvo a esta velocidad respecto a 150 rpm.  
 
Figura 19. L. rhamnosus CRL1505 cultivado en MCM a 37°C, pH libre, estático (a) y agitado (150, 
400 rpm) (b). Las imágenes fueron obtenidas por microscopía óptica de inmersión (100x). 
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Tabla 3. Parámetros de crecimiento y producción de metabolitos a las 24 hs de fermentación en L. rhamnosus CRL1505 cultivado en 
MCM a pH libre, estático y bajo agitación (150 y 400 rpm). 
 
ND = No detectado 
a, b=Para cada columna, datos con diferente letra en superíndice son significativamente 
diferentes (p < 0,05). 
 
Condición de 
cultivo 
Parámetros de crecimiento Metabolitos (g/L) 
Crecimiento             
(log UFC/mL)* 
µmáx (h-1) pH* Ác. láctico Ác. acético Ác. fórmico Etanol 
Estático 8,93 ± 0,15ª 0,30 ± 0,06a 3,64 ± 0,07a 10,28 ± 1,20a ND ND ND 
150 rpm 8,86 ± 0,18a 0,27 ± 0,07a 3,69 ± 0,08a 10,41 ± 0,80b 0,26 ± 0,08a 0,42 ± 0,07a ND 
400 rpm 9,07 ± 0,10ª 0,37 ± 0,04a 3,66 ± 0,05a 10,66 ± 1,10a 0,54 ± 0,10b 0,56 ± 0,16a 0,53 ± 0,19 
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A fin de determinar la formación de diacetilo/acetoína por la cepa CRL1505, se usó el 
método cualitativo de King (133) mediante el cual se visualiza un anillo de color fucsia (+) 
en el cultivo en presencia de estos compuestos de aroma. El resultado fue negativo para 
cultivos estáticos y positivo bajo agitación, a las dos r.p.m. ensayadas (Figura 20). 
 
 
Finalmente, los cultivos estáticos y agitados (150 y 400 rpm) fueron cosechados en fase 
estacionaria de crecimiento y sometidos a shock térmico. La sobrevida frente a shock térmico 
de células crecidas bajo las condiciones de agitación fue mayor (-0,69 y -0,41 ULog, 
respectivamente) respecto a cultivos estáticos (-2,03 ULog; p < 0,05) (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Efecto de la agitación sobre la sobrevida a shock térmico (60°C, 5 minutos) de L. 
rhamnosus CRL1505.  
Condiciones 
 de cultivo 
Sobrevida a shock térmico 
(log N/Ni)* 
Cultivo estático -2,03 ± 0,15a 
150 rpm -0,69 ± 0,25b 
400 rpm -0,41 ± 0,08b 
*N=recuento celular a los 5 min de shock; Ni=recuento celular inicial  
a, b=Datos con diferente letra en superíndice son  
significativamente diferentes (p < 0,05). 
Figura 20. Producción diacetilo/acetoína en L. rhmanosus CRL1505 cultivado en MCM, 37°C, pH 
libre, estático (a), agitado a 150 rpm (b) o agitado a 400 rpm (c).  
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Fase de crecimiento y pH de cultivo 
A partir de los resultados obtenidos, se continuó trabajando bajo condiciones de agitación 
(150 rpm) y se evaluó el efecto del pH (libre o controlado) y la fase de crecimiento 
(exponencial o estacionaria) sobre la resistencia a shock térmico de L. rhamnosus CRL1505. 
La cepa fue cultivada en bioreactores (2 L; 150 rpm) en el medio MCM a pH libre o controlado 
(5,5 y 6,0) y se determinaron parámetros de crecimiento (A600, pH, viabilidad por recuento 
en placa y citometría de flujo). Para evaluar la tolerancia térmica, las células fueron 
cosechadas en fase exponencial media o estacionaria de crecimiento (24 hs). Se consideró 
fase exponencial media como el punto medio (hs) entre el incio y el final de dicha fase, el 
cual fue diferente según la condición de pH de crecimiento. Estos cultivos fueron sometidos 
a shock térmico utilizando buffer fosfato como medio de shock. En la Figura 21 se muestran 
los resultados obtenidos. A pH libre, la fase de latencia fue de unas 4 hs, punto de inicio de 
la fase exponencial, la cual se desarrolló con una µmax de 0,17 ± 0,08 h-1. La fase estacionaria 
comenzó a las 16 hs de fermentación obteniéndose el máximo recuento celular (9,0 ± 0,2 
log UFC/mL) (Figura 21 a). A pH controlado se observó una  cinética de crecimiento 
diferente: a pH 5,5, la fase de latencia fue muy extensa (10 hs) y la fase exponencial 
transcurrió hasta las 24 hs, con una µmax de 0,30 ± 0,03 h-1. En este punto la cepa comenzó 
la fase estacionaria de crecimiento y el recuento celular máximo alcanzado fue de 9,4 ± 0,2 
log UFC/mL (Figura 21 b). El comportamiento de CRL1505 a pH 6,0 fue similar a pH 5,5 
(Figura 21 c). 
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Figura 21. (a) Crecimiento de L. rhamnosus CRL1505 en MCM a 37°C a pH libre, (b) pH 5,5 y (c) pH 6,0. 
a b 
c 
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A partir de estos resultados, se cosechó la biomasa en fase exponencial media y estacionaria 
de crecimiento para cuantificar los niveles de polyP en todas las condiciones de pH y evaluar 
la tolerancia a shock térmico de la cepa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
22. Los niveles de polyP acumulados en fase exponencial de crecimiento a pH libre y pH 5,5 
(17.830 y 14.453 UA, respectivamente) fueron significativamente mayores (p < 0,05) respecto 
a fase estacionaria (10.98 y 9.702 UA, respectivamente); mientras que a pH 6,0 se obtuvieron 
los más bajos niveles de polyP (aprox. 8.600 UA) independientemente de la fase de 
crecimiento. 
 
 
En la Figura 23 se muestra el efecto del pH de cultivo y la fase de crecimiento en la tolerancia 
de la cepa CRL1505 frente a shock térmico. La termotolerancia fue significativamente mayor 
(p < 0,05) en fase exponencial que en fase estacionaria a pH libre y pH 5,5, en concordancia 
Figura 22. Niveles de polyP acumulados por L. rhamnosus CRL 1505 en fase exponencial y 
estacionaria de crecimiento cultivado a pH libre y controlado (5,5 y 6,0). UA, unidades arbitrarias. 
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con los mayores niveles de polyP acumulados. A pH 6,0, se produjo una mayor pérdida de 
viabilidad.  
 
Los eventuales cambios en la integridad celular de la cepa CRL1505 sometida a shock 
térmico se evaluaron mediante citometría de flujo. En la Figura 24 se muestra los densidity 
plots obtenidos. En todos los casos el shock térmico produjo una disminución en la 
población de células vivas y un aumento de células dañadas y muertas. La magnitud de estos 
cambios dependió del estado fisiológico de la bacteria (fase de crecimiento) y el pH de 
cultivo.  
Figura 23. Sobrevida (log N/Ni) a shock térmico de L. rhamnosus CRL 1505 en fase exponencial 
y estacionaria de crecimiento, cultivado bajo a pH libre y controlado (5,5 y 6,0). 
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Figura 24. Density plots (% de células vivas, muertas y dañadas) de L. rhamnosus CRL1505 antes (T0) y después (T5) de shock térmico. La 
cepa fue cultivada en MCM a 37°C, bajo diferentes condiciones de pH (libre; 5,5 o 6,0)  y cosechada en fase exponencial (a) o estacionaria. 
(b) de crecimiento. 
a 
b 
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En fase exponencial se observó un mayor porcentaje de células vivas respecto a fase 
estacionaria, excepto a pH 5,5 donde no se manifestó esta disminución. Frente a shock 
térmico, la biomasa en fase exponencial mostró mayor tolerancia térmica, manifestada por 
una menor reducción en la población de células vivas a los 5 min de shock (T5), 
independientemente del pH de cultivo. Por ejemplo, considerando la diferencia en el 
porcentaje de células vivas antes y despúes de shock (entre T0 y T5 en relación a la Figura 
24), a pH 5,5 en fase exponencial esta población se redujo un 35,9 %, mientras que en fase 
estacionaria la disminución fue del 54,2 %.  
Respecto al pH de cultivo y su efecto sobre la tolerancia térmica de las células, los cultivos a 
pH 6,0 cosechados en fase estacionaria fueron los más sensibles al calor, ya que ca. el 50% 
de la población de células estaba muerta después del shock (Figura 24). Por el contrario, 
cultivos a pH libre y 5,50 en fase estacionaria mostraron una mayor tolerancia, obteniéndose 
los mejores resultados a pH libre (células vivas a T5 26.4 %) respecto a pH 5.5 (células vivas 
a T5 10 %) (Figura 24). En este caso, la disminución de células vivas entre T0 y T5 fue de 25,9 
% y 54 %, respectivamente.  
 
DISCUSIÓN 
En el Capítulo anterior se estudió la tolerancia intrínseca del probiótico L. rhamnosus 
CRL1505 a condiciones de estrés oxidativo, térmico y osmótico, siendo el factor temperatura 
el que ocasionó mayores pérdidas de viabilidad. En probióticos, la resistencia intrínseca al 
calor es un factor importante para el secado por pulverización ya que determina la 
supervivencia a este proceso tecnológico. Estudios previos informan que cepas de BL de la 
misma especie o de especies relacionadas presentan diferente resistencia a altas 
temperaturas (134) y, por lo tanto, diferente sobrevida al proceso de secado por 
pulverización (135). En este sentido, es importante conocer el comportamiento de la cepa 
de nuestro interés frente a la temperatura y evaluar las posibles estrategias tecnológicas que 
contribuyan a optimizar su tolerancia a estrés térmico.  
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Las BL responden a cambios en su entorno inmediato mediante una reprogramación 
metabólica que conduce a un estado celular de mayor tolerancia a los mismos (55, 136). 
Estos sistemas de defensa se pueden dividir en dos clases; la primera comprende un sistema 
específico inducido por una dosis subletal de un estrés químico o físico, que permite la 
supervivencia frente a una dosis mayor del mismo agente (137, 138). La segunda clase de 
resistencia comprende sistemas más generales que preparan a las células para sobrevivir 
frente diferentes factores de estrés ambiental sin necesidad de exposición previa a un factor 
de estrés específico (114, 126, 136, 139). Con el objeto de evaluar estas posibilidades, L. 
rhamnosus CRL1505 se sometió a dosis subletales de temperatura (55°C, 10 min), H2O2 (0,05 
%, 10 min) y aW (0,500, 30 min) previo a la exposición a shock térmico (60°C, 5 min). Estos 
tratamientos subletales (homólogo o heterólogo) no indujeron en CRL1505 mayor tolerancia 
frente a shock térmico, a diferencia de lo informado para L. casei Nad y L. plantarum 8329 
(112) y L. paracasei NFBC 338 (140). Este último lactobacilo adaptado a estrés por calor (52°C, 
15 min) sobrevivió 300 veces mejor que el control no adaptado cuando se expuso a shock 
térmico (60°C, 10 min) en MRS.  
Contrario al efecto de tratamientos subletales en CRL1505, la agitación mejoró la respuesta 
a shock térmico, obteniéndose una mayor sobrevida de la biomasa en cultivos agitados 
respecto a cultivos estáticos. 
Los cultivos lácticos son producidos a gran escala utilizando bioreactores en los cuales la 
agitación es indispensable para mantener el cultivo en suspensión. En este estudio se evaluó 
en primer lugar el efecto de la agitación sobre la morfología celular, crecimiento y tolerancia 
térmica de CRL1505. Se observaron cambios en la morfología de las células, de bacilos largos 
y delgados a bacilos cortos y redondeados en respuesta a la agitación del medio de cultivo. 
Este pleomorfismo se describió para diferentes lactobacilos y también estuvo relacionado 
con las condiciones de cultivo y el medio de crecimiento (141-144). Asimismo, se ha 
informado que bacilos cortos son más estables en procesos industrialmente relevantes, 
como fue demostrado para L. acidophilus NCFM (145).  
La agitación genera una mejor distribución de nutrientes a través del tanque de 
fermentación logrando un microambiente más homogéneo para los microorganismos (146), 
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pero también favorece la disolución de oxígeno en el medio de cultivo habiéndose 
observado un efecto negativo sobre el crecimiento de estas bacterias (56) que no lo 
requieren. La toxicidad del oxígeno se atribuye a especies reactivas como O−2 (ión 
superóxido) y OHr (radical hidroxilo) que atacan a proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, lo 
que constituye una de las principales causas del envejecimiento y muerte celular (56). En 
este trabajo de tesis, la agitación del cultivo (150 rpm o 400 rpm) no afectó los parámetros 
de crecimiento de L. rhamnosus CRL1505 en comparación con el cultivo estático. Este 
comportamiento oxitolerante se vio también reflejado en los resultados del Capítulo 1 
donde se puso de manifiesto la tolerancia elevada de la cepa CRL1505 frente a diferentes 
concentraciones de H2O2. Similares resultados fueron hallados por Iannello y col. (147) 
quienes demostraron que la umáx de L. rhamnosus N132 era similar en condiciones de 
crecimiento estático y aeróbicas.  
L. rhamnosus CRL1505 tiene un metabolismo heterofermentativo facultativo. En presencia 
de glucosa y ausencia de oxígeno produce principalmente ácido láctico a partir de piruvato 
y por acción de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH); sin embargo, puede emplear vías 
alternativas según condiciones de cultivo o en presencia de otra fuente de carbono (1, 148). 
Existen en la literatura diversos estudios acerca del efecto del oxígeno en la producción de 
ácidos orgánicos por BL (56, 131, 132) y su incidencia en el destino del piruvato. Este efecto 
puede ser directo, mediado por la enzima piruvato oxidasa, o indirecto través de reacciones 
con las enzimas NADH oxidasas donde actúa como aceptor externo de electrones 
regenerando NAD+ necesario para la glicólisis (1). En el caso de BL homofermentativas 
cultivadas en presencia de oxígeno, estas enzimas compiten eficientemente con la enzima 
LDH lo que lleva, además la producción de ácido láctico, a un excedente de piruvato 
disponible para el metabolismo mediante la vía diacetilo/acetoína (1). La presencia de estos 
compuestos de aroma fue detectada en los cultivos de CRL1505 bajo agitación. En BL 
heterofermentativas obligadas las NADH oxidasas no compiten con la LDH sino con la 
acetaldehído deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa, enzimas de la "rama" de etanol 
en la vía del 6-Fosfo-Gluconato (6-PG)/PK (1). La cepa CRL1505 mostró cambios en sus vías 
metabólicas según las condiciones de cultivo, produciendo como producto principal 
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únicamente ácido láctico (cultivo estático) y también acético, fórmico y etanol bajo agitación, 
poniendo en evidencia las activación de diferentes vías metabólicas como se muestra en la 
Figura 25. 
Por su metabolismo, las BL producen ácido láctico (de allí la denominación del grupo) que 
provoca un descenso del pH del medio de cultivo y un posible efecto negativo en la 
viabilidad celular, a pesar de su capacidad de crecer en un amplio rango de pH, 3,5 a 6,5 
(149, 150). Así, las fermentaciones a pH controlado resultan una alternativa útil para evitar 
esta limitación y mejorar el rendimiento en biomasa (151). En el caso de CRL1505 se observó 
un aumento significativo de biomasa (0,4 ULog, p < 0,05) y de la A600nm en condiciones 
controladas de pH, similar a lo informado por Polak-Berecka y col. (152) para L. rhamnosus 
E/N y en otras BL como Enterococcus faecium CRL1943 y Leuconostoc citreum CRL1945 
(153). Resultados diferentes se obtuvieron sin embargo, para L. bulgaricus Q7 donde la tasa 
de crecimiento promedio y la biomasa final fueron mayores en cultivos de pH libre (154).  
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Figura 25. Vías para los destinos alternativos del piruvato. La flecha punteada denota una reacción 
no enzimática. Metabolitos y productos finales importantes están enmarcados. Modificado de 
Axelsson (2004) (1). 
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Para la producción industrial de probióticos, las células son recolectadas comúnmente 
durante fase estacionaria de crecimiento con el fin de obtener un mayor rendimiento (155). 
Algunos trabajos (56, 114, 127, 156) indican que las BL muestran una mayor tolerancia a 
estrés en esta fase debido a la síntesis de proteínas de estrés cuya expresión es inducida por 
el agotamiento de nutrientes y/o los productos que acumulados en el medio de cultivo. En 
contraste, L. rhamnosus CRL1505 mostró mayor resistencia térmica en fase exponencial. 
Resultados similares fueron reportados por Zotta y col. (156) para algunas cepas de BL del 
Género Streptococcus frente a estrés térmico, oxidativo y osmótico.  
En nuestro caso, la mayor tolerancia de CRL1505 a shock térmico fue observada en fase 
exponencial, cultivos a pH libre y controlado 5,5, lo que se vio reflejado en la integridad 
celular y en la menor pérdida de viabilidad post-shock. Estos resultados  estarían 
relacionados con el mayor nivel polyP intracelular acumulado en esta etapa de crecimiento, 
similar a lo reportado para bacterias Gram negativas como E. coli, (95). Según revisión 
bibliográfica concerniente a la acumulación de polyP en BL, este es el primer estudio 
realizado en fase exponencial. 
En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron las siguientes condiciones de cultivo 
para estudiar (Capítulo 3) el comportamiento de L. rhamnosus CRL1505 frente al proceso 
de secado por pulverización: medio MCM, agitación (150 rpm), pH libre y fase estacionaria 
(20 hs). Se descartó la cosecha en fase exponencial, a pesar de las ventajas en cuanto a 
integridad celular, acumulación de polyP y respuesta a shock térmico, debido a que el 
recuento celular fue insuficiente para el proceso de secado. La elección de pH libre se basó 
en la reducción de costos, considerando que el comportamiento de la cepa a pH libre y pH 
5,5 fue similar.  
 
CONCLUSIONES PARCIALES 
Los resultados obtenidos en este Capítulo permiten concluir que: 
 Los tratamientos subletales (térmico, osmótico y oxidativo) no mejoraron la 
sobrevida de L. rhamnosus CRL 1505 a shock térmico. Por el contrario, sí lo hizo la agitación 
del cultivo.  
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 L. rhamnosus CRL1505 respondió a la agitación modificando su perfil metabólico, sin 
alterar sus parámetros de crecimiento. 
 L. rhamnosus CRL1505 acumula mayores niveles de polyP en fase exponencial de 
crecimiento a pH libre y pH controlado 5,5 y presenta mayor tolerancia a shock térmico que 
cultivos en fase estacionaria o a pH 6,0.  
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CAPÍTULO 2 
Secado de L. rhamnosus CRL1505 por pulverzicación 
 
INTRODUCCIÓN 
El secado por pulverización (spray drying) de cultivos lácticos ha sido ampliamente estudiado 
como un proceso industrial alternativo a la liofilización debido principalmente al costo de 
este último proceso (53). Sin embargo, la técnica de spray drying aplicada a probióticos 
plantea un desafío tecnológico: la preservación de la viabilidad y funcionalidad celular 
durante y después del proceso (157). Actualmente se han identificado una serie de variables 
que determinan la sobrevida de los probióticos durante el secado y almacenamiento, entre 
ellas: temperatura de deshidratación; termosensibilidad de las bacterias; presencia de 
termoprotectores (principalmente azúcares y fibras solubles) y el medio de secado o carrier, 
compuesto típicamente por proteínas, carbohidratos o combinaciones de estos (112, 157-
160).  
En los capítulos anteriores se evaluaron aspectos relacionados con la tolerancia intrínseca 
del probiótico CRL 1505 frente a condiciones adversas y los factores que influyen en la 
sobrevida frente a shock térmico, como las condiciones de fermentación, edad fisiológica 
del cultivo, la composición del medio de crecimiento y la aplicación de tratamientos 
subletales. En este capítulo se estudió el comportamiento de L. rhamnosus CRL1505 durante 
el secado por pulverización, considerando variables como el medio de secado, las 
condiciones del proceso, la rehidratación y almacenamiento del producto. 
RESULTADOS 
Evaluación del medio de secado 
La tolerancia térmica de la cepa CRL 1505 se estudió en buffer fosfato a 60ºC/5 min para 
simular las condiciones del proceso de secado por pulverización. En esta sección se evaluó 
en una primera etapa diferentes medios de secado o de soporte para determinar su efecto 
sobre la tolerancia de la cepa láctica a shock térmico. La solución buffer se usó como control 
negativo (disminución de la viabilidad de aprox.-2 ULog). Los medios de soporte usados 
fueron: leche descremada reconstituida (LDR) como control positivo ya que es el medio de 
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elección por su alto contenido en proteínas y carbohidratos; maltodextrina (MA) y 
combinaciones de goma arábiga (GA), alginato de sodio (ALG) y concentrado proteico de 
suero (WPC). La concentración de estos medios de suspensión se estableció en 20 % 
considerando el contenido mínimo de sólidos requerido en el proceso de secado por 
pulverización. La GA, ALG y WPC no pudieron ensayarse a esta concentración por su difícil 
disolución y elevada viscosidad estableciéndose experimentalmente las concentraciones 
máximas de disolución: 5 % para GA; 0,5 % para ALG y 15 % para WPC. De esta forma, las 
combinaciones empleadas fueron: 5 % GA-15 % LDR; 5 % GA-15 % MA; 5 % GA-15 % WPC; 
0,5 % ALG-19,5 % LDR; 0,5 % ALG-19,5 % MA y 15 % WPC-5 % MA. Se incluyó también en 
este estudio el medio de cultivo MCM a fin de evaluar la posibilidad de usar el cultivo 
completo (biomasa+ medio de cultivo fermentado) en el proceso de secado.  
En la Figura 26 se muestran los resultados obtenidos. Se observó una mayor sobrevida (p < 
0,05) en todos los medios so porte respecto al control en buffer.  
El probiótico CRL1505 suspendido en el medio MCM, de bajo porcentaje de sólidos (4,4 %), 
mostró una sobrevida frente a shock térmico, similar a la obtenida en LDR cuya 
concentración de sólidos totales fue del 20 %. Este resultado es relevante considerando que 
Figura 26 Sobrevida (log N/Ni) de L. rhamnosus CRL1505 a shock térmico (60 °C, 5 minutos) en 
diferentes medios soporte. N: recuento de células a los 5 min de tratamiento; Ni: recuento de 
células inicial. 
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la leche es el medio de soporte por excelencia en procesos de secado por su efecto 
termoprotector (112, 129, 157, 159). En base a este resultado, se decidió evaluar el efecto de 
los componentes del medio MCM sobre la termotolerancia de la cepa CRL1505 utilizando la 
técnica de omisión simple. A partir de la extracción de cada uno de estos componentes, se 
formularon 7 medios de soporte en los que la cepa CRL1505 fue suspendida y expuesta a 
shock térmico. No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la sobrevida de L. 
rhamnosus CRL1505, obteniéndose pérdidas de viabilidad de -0,03 a -0,60 log UFC/mL 
(datos no mostrados). Posteriormente se agruparon los componentes según su naturaleza 
química (azúcares, proteínas y sales inorgánicas) generándose así 5 nuevos medios de 
soporte designados como MCM1 (lactosa); MCM2 (extracto de levadura y peptona de carne); 
MCM3 (pool de sales de fosfato y sulfato); MCM4 (fosfatos de sodio y potasio; se omiten 
sales de sulfato de MCM3) y MCM5 (sulfatos de magnesio y manganeso; se omiten sales de 
fosfato de MCM3). La sobrevida de CRL1505 a shock térmico en estos medios se muestra en 
la Tabla 5. Se obtuvieron resultados similares (p > 0,05) en los medios MCM2 y MCM3 
comparado con el medio completo MCM. Por el contrario, en ausencia de sulfatos (MCM4) 
o fosfatos (MCM5) se observó una disminución significativa (p <0,05) de la viabilidad celular 
después del shock. 
Tabla 5. Efecto de los componentes del medio MCM en la sobrevida de L. rhamnosus 
CRL1505 a shock térmico (60°C, 5 min).  
Medio 
soporte 
Componentes Sobrevida (log N/Ni)* 
MCM Medio completo -0,23 ± 0,34a 
MCM1 Lactosa -1.02 ± 0.52a 
MCM2 Extracto de levadura + Peptona -0.20 ± 0.01a 
MCM3 Na2HPO4+ KH2PO4+ MgSO4+ MnSO4 -0.42 ± 0.09a 
MCM4 Na2HPO4+ KH2PO4 -1.74 ± 0.66b 
MCM5 MgSO4+ MnSO4 -2.85 ± 0.20c 
*Ni y N= recuento de células inicial y después de shock térmico 
a, b, cDatos con diferente letra en superíndice son significativamente diferentes (p < 0,05). 
CAPÍTULO 3 
70 
 
 
CAPÍTULO 2 
Se usó la técnica de citometría de flujo para visualizar las diferencias en la población celular 
luego del tratamiento térmico, resultados que se muestran en la Figura 27. Después del 
shock térmico, el porcentaje de células vivas en buffer fosfato, MCM4 y MCM5 fue bajo (3,28 
%; 3,36 % y 0,025 %, respectivamente) (Figuras 27 b, e y f) respecto a los valores obtenidos 
en el medio completo MCM (18,3 %) y en el pool de sales, MCM3 (25,0 %) (Figuras 27 c y 
d). El elevado porcentaje de células muertas detectados en los medios MCM4 y MCM5 (56,6 
% y 96,1 %, respectivamente) se correlacionó con la pérdida de viabilidad obtenida en estos 
medios por recuento en placa (Tabla 5). Los resultados obtenidos por ambas técnicas 
permitieron seleccionar el medio de soporte MCM3 (pool de sales inorgánicas) que resultó 
óptimo para mejorar la tolerancia de la cepa CRL1505 a shock térmico. Si bien en el medio 
soporte MCM2 la sobrevida de la cepa CRL1505 fue similar a MCM3, la elección de este 
último se basó en la simplicidad en su composición.  
En base a los resultados obtenidos, se procedió al secado por pulverización del probiótico 
CRL1505. 
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Secado por pulverización. Estudios preliminares 
L. rhamnosus CRL1505 fue cultivada de acuerdo a las condiciones establecidas en el capítulo 
2 (medio MCM, 37°C, pH libre, cosecha en fase estacionaria de crecimiento) usando sistema 
por lote en bioreactores de 2 L. Como matriz de secado se seleccionó maltodextrina (MA,) 
que tuvo un efecto similar a LDR en la sobrevida de CRL1505 frente a shock térmico (Figura 
26). Este polisacárido es ampliamente utilizado en la industria de alimentos y farmacéutica 
debido a sus propiedades funcionales (44, 161, 162) que lo convierten en un excelente 
aditivo para suplementos alimenticios en polvo. Asimismo, se incluyó en este estudio el pool 
Figura 27. Density plots de L. rhamnosus CRL1505 post-shock térmico en diferentes medios. Células 
no tratadas mantenidas en buffer a 37°C durante 5 min, (a) y después de shock térmico (60°C, 5 
minutos) en los diferentes medios: buffer (b), MCM (c), MCM3 (d), MCM4 (e) y MCM5 (f). 
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de sales inorgánicas MCM3, (0,93 % p/v) formulado en el apartado anterior, el cual mostró 
ser un aditivo termoprotector óptimo para la cepa CRL 1505. Se formuló así la matriz de 
secado MA-MCM3, combinando MA (19,07 %) y MCM3 (0,93 %) como aditivo 
termoprotector. .De esta forma, los medios de secado evaluados fueron (A) MA, y (B), MA-
MCM3, ambos medios a la concentración de 20% de sólidos totales. Las células de CRL1505 
fueron cosechadas, suspendidas en los medios A y B y secadas por pulverización, 
obteniéndose como productos los polvos respectivos, A y B. En la Tabla 6 se detallan las 
condiciones operativas del proceso, su impacto sobre la viabilidad de L. rhamnosus CRL1505, 
y las características físicas de los polvos obtenidos. Las muestras de los medios A y B antes 
(peso húmedo) y después del secado (polvos A y B) se llevaron a peso seco a fin de uniformar 
los recuentos de viables, que fueron similares (10,5 y 10,3 log UFC/g de peso seco, 
respectivamente) previo al secado. Las características físicas de los polvos fueron análogas, 
con bajo contenido de humedad (4 % y 6 % en polvos A y B, respectivamente) y rendimientos 
en sólidos mayores al 50 % en ambos procesos. La adición de sales inorgánicas (MA-MCM3) 
mejoró 1,8 veces la sobrevida del probiótico CRL1505 al secado por pulverización respecto 
a MA (4,5 log UFC/g de peso seco) lográndose así 72,8 % de sobrevida en estas condiciones 
(polvo B).  
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Tabla 6. Condiciones de secado por pulverización de L. rhamnosus CRL1505 y resultados 
del proceso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Secado A se realizó en maltodextrina (20 %). Secado B se realizó en maltodextrina-MCM3 (20 %).  
 
Efecto de las condiciones de rehidratación de los productos secos 
El medio de cultivo, la temperatura y el tiempo de reconstitución de probióticos 
deshidratados influye en la recuperación de la viabilidad de las células post-secado, (43, 163-
165). En este sentido, se evaluaron cuatro medios en la rehidratación de los polvos A y B 
conservados 30 días a -20°C: soluciones de agua peptona (0,1 %) y sacarosa, (20 %), medio 
diluyente (3 %) y MCM3 (pool de sales inorgánicas). El medio MCM3 fue incluido debido a 
su efecto protector frente a shock térmico y en el proceso de secado. Como control se usó 
buffer fosfato salino (PBS). Las temperaturas de rehidratación, 37 y 45°C, fueron 
seleccionadas en base a resultados previos de laboratorio y el tiempo de rehidratación se 
fijó en 30 min, inferior al tiempo de duplicación de la cepa CRL1505 (aprox. 2 hs).  
VARIABLES 
CONDICIONES OPERATIVAS 
Secado A* Secado B* 
Temperatura de entrada (°C) 153-155 153-155 
Bomba de alimentación (%) 10-13 12-14 
Temperatura de salida (°C) 76-79 76-78 
Flujo de aire (mm) 50 50 
Aspersor (%) 100 100 
Limpieza de la aguja (Nozzle) 5 5 
RESULTADOS 
Recuento de BL (log UFC/g peso seco) 4,5 ± 0,02 7,5 ± 0,01 
Sobrevida (%) 42,8 ± 2,1 72,5 ± 1,6 
Humedad (%) 4,2 ± 0,2 6,0 ± 0,4 
Rendimiento de sólidos (%) 73,7 ± 1,2 57,0 ± 0,9 
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En la Figura 28 se muestran los resultados obtenidos. La viabilidad de los polvos A y B 
rehidratados a 37°C fue mayor que a 45°C. A 37°C en los medios MCM3 y medio diluyente 
se obtuvieron los mayores recuentos celulares de la cepa CRL1505 para ambos polvos (polvo 
A: 4,62 y 4,58 log UFC/g; polvo B: 5,30 y 5,36 log UFC/g, en MCM3 y medio diluyente, 
respectivamente). Asimismo, a 45°C, se destaca el efecto positivo de estos medios sobre la 
viabilidad celular de los polvos A y B. En todos los medios evaluados, el polvo A tuvo 
menores recuentos de células viables (p< 0,05).  
 
 
La conservación de los polvos probióticos A y B se realizó a -20°C durante 90 días. La 
reconstitución de los productos secos se realizó de acuerdo a los mejores resultados 
obtenidos en los experimentos de rehidratación: medio MCM3 y 30 min de incubación a 
37°C. Se usó PBS en las mismas condiciones, como control.  
Figura 28. Viabilidad (log UFC/g peso seco) de L. rhamnosus CRL1505 en los polvos A y B, 
rehidratados en diferentes medios a 37°C y 45°C durante 30 min. 
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Se tomaron muestras cada 30 días para medir viabilidad celular mediante recuento en placa 
y citometría de flujo. En la Figura 29 pueden observarse los recuentos obtenidos durante el 
almacenamiento, considerando el tiempo cero (T0) como el recuento celular inmediatamente 
después del secado. El polvo A mantuvo constante la viabilidad celular (p < 0,05) durante 
los 90 días de almacenamiento respecto a T0, observándose diferencias según fuera 
rehidratado en MCM3 o PBS, donde no se observaron células viables al cabo del período 
estudiado (Figura 29 a). Respecto al polvo B, se observó una caída abrupta de la viabilidad 
(3 ULog) durante el primer mes de almacenamiento, permaneciendo luego constante 
durante todo el período de conservación, rehidratado tanto en PBS como en MCM3, pero 
con mayor recuento celular (aprox 1 ULog, p < 0,05) en este último (Figura 29 b).  
 
 
 
Las diferencias en la población celular de CRL1505 en los polvos A y B durante el 
almacenamiento a -20°C respecto a T0 (inmediatamente después del secado) y rehidratados 
en MCM3 y PBS (control) se visualizaron mediante citometría de flujo. En la Figura 30 se 
presentan los resultados obtenidos.  
Figura 29. Viabilidad (log UFC/g de peso seco) de L. rhamnosus CRL1505 en los polvos A (a) y B 
(b) rehidratados en PBS y MCM3, durante 90 días de preservación a -20°C. 
a b 
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Después del secado (T0) se observa un mayor porcentaje de células vivas y dañadas (18,1 y 
75, 3 %, respectivamente) en el polvo B respecto al polvo A (3,4 y 30,8 %, respectivamente). 
Durante el almacenamiento, en ambos casos se observa un incremento en la población de 
células muertas y dañadas a expensas de una reducción de células vivas, 
Figura 30. Density plots de poblaciones celulares de L. rhamnosus CRL1505 luego del secado 
por pulverización (T0) y durante 90 días de almacenamiento (T30, T60 y T90) a -20°C. 
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independientemente del medio de rehidratación. A los 90 días, el porcentaje de células 
muertas en el polvo A rehidratado en PBS fue 91,0 %, no detectándose células viables 
mediante recuento en placa, como se observó en la Figura 29 a. En el polvo B rehidratado 
en PBS a los 90 días de preservación, el porcentaje de células muertas fue similar (86,5 %); 
sin embargo, en este caso se detectaron células viables (aprox. 4 log UFC/mL, Figura 29 b). 
Por el contario, la rehidratación con MCM3 reveló en ambos casos un elevado porcentaje de 
células dañadas que podrían recuperarse en condiciones adecuadas, a diferencia de la 
rehidratación en PBS donde casi la totalidad de la población se encontró en el sector de 
células muertas.  
 
DISCUSIÓN 
La obtención de probióticos deshidratados por pulverización (spray drying) reviste gran 
interés como herramienta de innovación para ampliar el mercado de alimentos y 
suplementos dietarios con propiedades funcionales. Sin embargo, el proceso de secado 
implica un desafío científico-tecnológico para minimizar el estrés térmico que afecta la 
viabilidad y funcionalidad de las células sometidas al mismo. En este capítulo se evaluaron 
diferentes matrices de secado, como el medio MCM, leche en polvo reconstituida (LDR), 
maltodextrina (MA) y combinaciones de éstos con concentrado proteico de suero (WPC), 
goma arábiga (GA) y alginato (ALG) con el fin de optimizar la respuesta de L. rhamnosus 
CRL1505 a condiciones que se asemejan, en parte, a las del proceso de secado por aspersión 
(shock térmico; 60°C/5 min). La sobrevida de CRL1505 post-shock fue similar en todos los 
medios evaluados comparado con LDR (utilizada como control positivo) y mayores a los 
obtenidos en buffer fosfato de potasio. En la bibliografía hay numerosos informes acerca del 
efecto termoprotector de LDR en probióticos lácticos, los cuales presentan una excelente 
resistencia térmica cuando se encuentran inmersos en esa matriz (112, 129, 159). Se 
describen buenos resultados también para GA, ALG, (157, 166-169), polisacáridos con 
capacidad de encapsulación y protección de material biológico, incluidos probióticos 
lácticos. WPC es considerado un agente microencapsulante exitoso para mejorar la 
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sobrevida de L. rhamnosus  CRL1505 frente a estrés ácido (158) y de L. rhamnosus 64 frente 
al estrés proveniente del proceso de secado por pulverización (170).  
En este trabajo de tesis se evaluaron combinaciones de GA, ALG y WPC obteniéndose 
resultados positivos (baja pérdida de viabilidad) al exponer el probiótico CRL1505 a shock 
térmico. Sin embargo, estas formulaciones no pudieron emplearse como soporte en el 
proceso de secado por dificultades técnicas de manejo debido a su elevada viscosidad. Por 
este motivo, se usaron las matrices MA y MA-MCM3 obteniendo como producto seco los 
polvos A y B, respectivamente. Cabe aclarar que las condiciones de secado reportadas en la 
bibliografía son muy variables y la tolerancia de las células al proceso es cepa-dependiente 
(53). En nuestro caso, establecimos condiciones drásticas de secado, con una temperatura 
de salida de aire en el rango de 76°C-80°C, a fin de evaluar la efectividad de las matrices 
seleccionadas. Los resultados obtenidos mostraron una elevada pérdida de viabilidad en 
ambos casos, polvos A y B, indicando que la temperatura de salida del aire es el principal 
estresor que afecta la viabilidad celular. Este parámetro depende de la temperatura de 
entrada del aire, velocidad de flujo, tasa de alimentación, composición del medio de secado 
y tamaño de gota atomizada (57, 60, 160, 171). La tasa de alimentación es otro factor 
importante ya que determina el tiempo de residencia de las células en el equipo (53, 160); 
esto es, a menor tasa de alimentación, mayor tiempo de residencia de las células expuestas 
a alta temperatura y, por consiguiente, mayores pérdidas de viabilidad celular post-secado. 
Sin embargo, el uso de tasas altas de alimentación conlleva la evaporación de mayor 
cantidad de líquido y el riesgo de obtener un producto húmedo, perjudicial para el 
almacenamiento a largo plazo. En este trabajo se ajustó la tasa de alimentación a valores 
relativamente bajos (10-13 %) obteniéndose polvos con bajo contenido de humedad (4-6 
%), requisito indispensable para la estabilidad del producto durante el almacenamiento (53); 
sin embargo, estas condiciones afectaron negativamente la sobrevida de CRL1505. 
La matriz de secado y el agregado de termoprotectores es otro aspecto a considerar para 
mejorar la sobrevida de los probióticos al secado por pulverización. Oldenhof y col. (172) 
encontraron una mayor sobrevida en lactobacilos secados por pulverización usando una 
mezcla de MA y sacarosa, donde el azúcar interactuó con lípidos y proteínas, y la 
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maltodextrina funcionó como un compuesto de carga osmóticamente inactivo 
contribuyendo a la formación de una matriz vítrea (172). La matriz vítrea restringe el 
movimiento molecular y, por lo tanto, enlentece los efectos perjudiciales como los procesos 
de cristalización y difusión, los efectos externos deteriorantes y el metabolismo bacteriano 
(43, 173). Chávez y Ledeboer (157) también obtuvieron una mejor tasa de supervivencia de 
Bifidobacterium lactis BB12 secada por pulverización usando una combinación de proteína 
de soja y MA. 
En este trabajo, se evaluó maltodextrina (MA) sola y combinada con MCM3 (MA-MCM3) 
como aditivo termoprotector. Respecto a MA, existen resultados discordantes en la 
literatura. Algunos autores (174-176) informan un efecto positivo sobre la viabilidad 
bacteriana mientras que otros estudios reportan el efecto opuesto. En este sentido, Broeckx 
y col. (162) obtuvieron mayor pérdida de viabilidad en L. rhamnosus GG secado por 
aspersión en presencia de MA que cuando se usaron disacáridos como lactosa y trehalosa. 
Los disacáridos tienen la capacidad de reemplazar las moléculas de agua y formar enlaces 
hidrógeno con las proteínas y componentes de la membrana celular, preservando así la 
integridad de estas estructuras (157, 160, 162). En el caso de maltodextrina, se trata de un 
polímero de PM relativamente alto en comparación con los disacáridos, lo que puede 
generar impedimentos estéricos que impidan su acción protectora (162, 177, 178).  
La efectividad de MA en la viabilidad de CRL1505 durante el secado por pulverización (polvo 
A) fue menor al 50 %, coincidente con lo reportado para L. rhamnosus GG (162). Sin 
embargo, el agregado de MCM3 (pool de sales inorgánicas) a esta matriz permitió obtener 
una sobrevida celular mayor al 70%, resultado de relevancia considerando la baja 
concentración de sólidos (0,93 %) de este medio. La mayor tolerancia del probiótico CRL1505 
al proceso de secado obtenida por la adición de MCM3, es relevante desde un punto de 
vista tecnológico debido al precio de las sales de fosfato y sulfato que lo constituyen 
(alrededor de US$ 0,40/L) comparado con el de la sacarosa (alrededor de US$ 1,45/L) 
comúnmente utilizada como termoprotector.  
Un análisis del efecto termoprotector de las sales presentes en MCM3 (Na2HPO4, KH2PO4, 
MgSO4 y MnSO4) nos lleva a considerar, en primer lugar, la presencia de polyP en CRL1505, 
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corroborada en los capítulos anteriores. Se sabe que la acumulación de polyP en bacterias 
es un mecanismo de protección  principalmente contra estrés oxidativo (69, 80, 81, 179). En 
BL, este polianión junto al Mn+2 forma parte de un mecanismo no enzimático de 
preservación contra este tipo de estrés, descripto por primera vez para L. plantarum (80). 
Asimismo, otras interacciones polyP -iones metálicos y actividad chaperona inorgánica han 
sido documentadas, comprobándose que previenen la agregación de proteínas dañadas 
durante situaciones de estrés (180-182). Estas múltiples vías podrían también proteger 
(directa e indirectamente) a las bacterias lácticas del estrés por calor donde el manganeso y 
el magnesio actuarían como cofactores en reacciones enzimáticas asociadas a la respuesta 
a estrés (180, 181).  
La rehidratación es otra etapa crítica en la recuperación de polvos conteniendo material 
biológico secados por pulverización. El medio (osmolaridad, composición, pH) y las 
condiciones de rehidratación (temperatura y tiempo, entre otras) afectan la viabilidad celular 
(43). Para el probiótico CRL1505 (polvos A y B) la rehidratación  a 37°C dio mejores resultados 
que a 45°C en todos los casos. Dentro de los medios ensayados, MCM3 y medio diluyente 
también permitieron una buena recuperación celular a 45°C, pero este último solo fue 
efectivo para el polvo B. En Bifodobacteriumlongum B65 y S. thermophilus CCRC 1408 
secadas por pulverización, temperaturas de rehidratación entre 35°C y 50°C mostraron una 
mayor recuperación celular comparado con bajas (5-20°C) (183). Mille y col. (184) reportaron 
resultados similares para L. bulgaricus mientras que para L. plantarum la temperatura de 
rehidratación (30°C o 37°C) no tuvo un efecto significativo en la recuperación.  
Las condiciones de almacenamiento constituyen otro parámetro de consideración que 
afecta la estabilidad de bio-productos secos, siendo la temperatura y la humedad factores 
claves para evitar el deterioro causado por la actividad microbiana. (43, 53). El contenido 
final de humedad está relacionado con la transición de la fase vítrea/gomosa que puede 
ocurrir durante el almacenamiento. Un alto contenido de humedad resulta en una 
disminución de la temperatura de transición vítrea; cuando ésta cae por debajo de la 
temperatura de almacenamiento, el producto cambia de estado vítreo a estado gomoso, 
donde la movilidad de las moléculas y la velocidad de las reacciones químicas están menos 
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restringidas (43). Una mayor movilidad molecular desestabiliza el material biológico y 
cambia las características del polvo (por ejemplo, fluidez, cristalinidad), lo que conduce a la 
pérdida de la viabilidad de los probióticos y una disminución de la vida útil del polvo 
almacenado. En el caso de probióticos, este es uno de los aspectos básicos para mantener 
una tasa adecuada de células viables, donde la actividad metabólica debe ser cercana a cero 
durante la conservación (159). En cuanto a la temperatura de alamcenamiento, como es de 
esperar, la estabilidad de productos secados por pulverización disminuye durante el 
almacenamiento, y bajas temperaturas de almacenamiento conducen a mayores tasas de 
supervivencia microbiana (53). El contenido de humedad obtenido en los polvos A y B (4 y 
6 %) conservados a -20 °C estuvo en concordancia con el valor óptimo requerido para largos 
periodos de preservación de probióticos (5 %) (43, 53), ya que a este valor las reacciones de 
deterioro, como la oxidación de lípidos, se encuentran en su minimizadas.  
En este trabajo los polvos (A y B) con bajo contenido de humedad (4 y 6 %, respectivamente) 
se conservaron a -20°C durante 90 días. Los mejores resultados se obtuvieron con el polvo 
B, secado en presencia de MCM3 y rehidratado en este medio. La presencia de sales, 
específicamente de fosfatos, en el medio de cultivo, tuvo un efecto positivo sobre la 
sobrevida de L. rhamnosus CRL1505 expuesta estrés térmico, lo cual se relacionó con la 
acumulación de polyP (Capitulo 1). Cuando estas sales de fosfatos se combinan con las de 
sulfato conformándose el medio MCM3, las mismas tienen un efecto termoprotector 
comprobado tanto in vitro (shock térmico) como en el escenario real del proceso de secado, 
almacenamiento y rehidratación de los polvos (Capitulo 3). Así, el empleo de este agente 
termoprotector, de naturaleza salina y de bajo costo, representa una alternativa tecnológica 
prometedora en procesos industriales donde el probiótico CRL1505 deba ser sometido a 
altas temperaturas. Estos resultados permiten ampliar el uso a otras presentaciones 
comerciales, como suplementos en polvo. 
 
CONCLUSIONES PARCIALES 
Los resultados obtenidos en este Capítulo permiten concluir que: 
CAPÍTULO 3 
82 
 
 
CAPÍTULO 2 
 La sobrevida de L. rhamnosus CRL1505 al shock térmico dependió del medio de 
soporte. El medio MCM3 de simple composición (sales de fosfato y sulfato) tuvo un efecto 
protector similar a medios complejos como MCM, LDR, MA, y combinaciones de GA, ALG y 
WPC. 
 El agregado de MCM3 como aditivo protector a la matriz de secado maltodextrina 
permitió obtener una mayor sobrevida post-secado y durante el almacenamiento (polvo B). 
 El recuento celular del probiótico CRL1505 en polvo dependió del medio y la 
temperatura de rehidratación. Medio diluyente y MCM3 permitieron la mayor recuperación 
de células viables a 37ºC. 
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CAPÍTULO 2 
Funcionalidad de polyP en un modelo experimental in vivo 
 
INTRODUCCIÓN 
Las enfermedades respiratorias agudas (ERAs) son enfermedades infecciosas de aparición 
rápida que pueden afectar los pulmones, las vías respiratorias o ambos, siendo las causas 
más frecuentes de consulta médica. La mayoría de los episodios de ERAs son leves, pero en 
algunos grupos poblacionales de riesgo pueden provocar un cuadro grave con riesgo de 
muerte. Al respecto, la Organización Mundial de la Salud (OMS) informa que las ERAs son 
una de las principales causas de morbilidad/mortalidad en el mundo (185). Como ejemplos 
de ERAs cabe citar resfriado común, gripe y síndrome respiratorio agudo severo (SRAS) 
siendo los síntomas comunes tos, dolor de garganta, secreción nasal, estornudos, dificultad 
para respirar y fiebre. 
El cuadro clínico de una ERA es un proceso complejo y variable asociado con disfunción 
pulmonar. La primera etapa (fase exudativa) se caracteriza por una respuesta inflamatoria 
aguda acompañada de una afluencia marcada de neutrófilos y secreción de citoquinas pro-
inflamatorias, las cuales amplifican la respuesta inflamatoria. Estas moléculas se producen 
en pulmón por macrófagos alveolares, células epiteliales y fibroblastos. En casos más 
severos, se observa apoptosis de las células epiteliales pulmonares y aumento en la 
permeabilidad de la barrera alvéolo-capilar, lo que conduce a la destrucción del epitelio 
pulmonar y al deterioro de su función de barrera (186) (Figura 31). 
En el caso de cuadros leves de ERAs se emplean antibióticos o antivirales (según el agente 
causal) y antiinflamatorios, incluidos glucocorticoides. Estos últimos pueden ser 
administrados por vía intranasal ó por inhalación ya que, tanto en mucosa pulmonar como 
nasal, se produce una rápida absorción y distribución sistémica del fármaco, razón por lo 
cual su efecto en cuadros agudos es óptimo. Los corticoides que se usan con mayor 
frecuencia son el propionato de fluticasona, budesonida y dipropionato de beclometasona 
aunque  su empleo está asociado con algunos efectos adversos como aumento del riesgo 
de disfonía, candidiasis oral y tos.  
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Como se ha mencionado en capítulos anteriores, la síntesis de polyP en bacterias está 
relacionada con la supervivencia de las células a condiciones de estrés. Asimismo, en ciertas 
cepas probióticas de lactobacilos, la síntesis de estos polianiones se evidencia como un 
mecanismo probiótico relacionado a la restauración de la homeostasis en intestino (84). 
Otros estudios sobre el rol de los polyP derivados de bacterias probióticas muestran que 
suprime la inflamación en un modelo murino de colitis (85) y mejora la funcionalidad de la 
barrera intestinal (187).  
Figura 31. Mecanismo celular de inflamación pulmonar aguda. Modificado de Minamino y 
Komuro (2006) (186). 
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En este Capítulo se evaluó, por primera vez en mucosa pulmonar, la funcionalidad de 
extractos intracelulares de L. rhamnosus CRL1505 conteniendo polyP utilizando un modelo 
murino de inflamación pulmonar aguda inducido por lipopolisacárido (LPS) (188). 
 
RESULTADOS 
Cuantificación de polyP en extractos intracelulares de L. rhamnosus CRL1505 
En el Capítulo 1 se puso a punto una técnica semi-cuantitativa de fluorescencia (DAPI) para 
determinar los niveles de polyP (Figura 8) y su visualización por PAGE (Figuras 10 y 11). Sin 
embargo, la evaluación del polianión como agente terapéutico en ensayos preclínicos 
requiere conocer la cantidad exacta del polyP presente en el citoplasma de CRL1505 para 
poder definir la dosis a administrar al modelo murino experimental establecido. Así, en este 
capítulo se evaluaron dos técnicas espectrofotométricas para la cuantificación de polyP; una 
basada en la interacción polyP-colorante azul de toluidina (99) y la otra, en la cuantificación 
de fosfato soluble. Esta última, usada para determinar la concentración de fosfato del medio 
de cultivo (Capítulo 1) se aplicó ahora para cuantificar el fosfato soluble proveniente de la 
hidrólisis de polyP (84, 97, 99). 
L. rhamnosus CRL1505 fue cultivado en medio MCM (pH libre, 37°C) y cosechado en fase 
estacionaria de crecimiento. A partir de la biomasa obtenida se preparó un extracto 
intracelular (EIC) mediante ruptura con perlas que se usó en los ensayos de cuantificación. 
La técnica espectrofotométrica con colorante básico azul de toluidina se basa en cambios 
en el espectro de absorción. El polyP es un polianión cargado negativamente y, a medida 
que la carga polianiónica aumenta, el espectro de absorción del colorante unido a polyP se 
desplaza de 620 a 530 nm. La relación correspondiente a este cambio espectral (A620/A530) 
es directamente proporcional a la concentración de polyP presente en la muestra (99). 
Técnicamente, una solución colorante de azul de toluidina se añadió a EICs de CRL1505 y el 
cambio metacromático resultante se estableció midiendo la absorbancia a 520 y 630 nm. La 
concentración de polyP se determinó empleando un gráfico de calibración entre A620/A530 
frente a concentraciones conocidas del estándar polyP-45. La concentración de polyP así 
calculada fue 0,021 ± 0,003 mg polyP-45/mL de EIC-1505. Una limitación de esta técnica es 
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que depende no sólo de la concentración del polianión sino también de la longitud de su 
cadena. Teniendo en cuenta que la longitud de cadena del polyP presente en el EIC de L. 
rhamnosus CRL1505 es mayor a la del estándar polyP-45 (Capitulo 1, Figura 11), usado 
como patrón en la curva de calibración de esta técnica, presumimos que la concentración 
real de polyP presente en EICs de CRL1505 está subvalorada. Por esta razón se evaluó una 
segunda técnica espectrofotométrica. 
La técnica de cuantificación de fosfato soluble fue adaptada ya que se requiere una hidrólisis 
previa (HCl 1M, 100°C, 30 min) del polianión para escindir los ortofosfatos que lo conforman. 
Los ortofosfatos liberados se cuantificaron en términos de la concentración del estándar 
utilizado (Na2HPO4). La concentración de polyP en EIC de CRL1505 calculada de esta forma 
fue 3,24 ± 0,06 mg Na2HPO4/mL de extracto. Diluciones del estándar polyP-45 hidrolizado 
en las mismas condiciones fueron cuantificadas mediante esta técnica para la confección 
una curva de correlación de concentraciones de Na2HPO4 en función de concentraciones 
conocidas del estándar hidrolizado. La linealidad de esta curva fue óptima, con un R2= 0,9979 
(Figura 32). La concentración de polyP calculada mediante la fórmula extraída del análisis 
de correlación fue 0,57 ± 0,01 mg de polyP-45/mL de extracto y fue tomada como válida. 
 
Figura 32. Correlación entre concentraciones conocidas de Na2HPO4 y del estándar 
polyP-45 hidrolizado. 
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Modelo experimental animal 
Los modelos animales experimentales han contribuido significativamente al entendimiento 
de la patogenia y la fisiopatología de las ERAs (189) siendo el lipopolisacárido (LPS) 
microbiano un importante inductor de inflamación pulmonar (190). La administración de LPS 
vía sistémica o intranasal induce una respuesta inflamatoria exacerbada mediante la 
activación de numerosas células, principalmente neutrófilos y macrófagos (191). En este 
capítulo se evaluó la funcionalidad del EIC de L. rhamnosus CRL1505 conteniendo polyP y 
de un polyP sintético de PM conocido (polyP-45) utilizando un modelo murino de 
inflamación pulmonar aguda inducida por LPS (188). El esquema del modelo experimental 
de inflamación aguda utilizado se muestra en la Figura 33. 
 
Figura 33. Esquema del modelo in vivo de inflamación pulmonar aguda inducido por LPS en 
ratones BALB/c. Los tratamientos fueron con budesonida, polyP sintético y EIC de L. rhamnosus 
CRL1505. T0: tiempo inicial del experimento; T30: 30 min post-desafío con LPS y T6: 6 hs post 
desafío con LPS. 
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Se administró a todos los ratones LPS de E. coli O55:B5 por vía intranasal (T0), excepto al 
grupo control de bioterio. A continuación, los animales fueron distribuidos al azar en cinco 
grupos para recibir los diferentes tratamientos en 25 µL de muestra, 30 min después del 
desafío con LPS (T30): grupo control LPS (ratones que recibieron LPS y posteriormente agua 
destilada estéril), grupo Budesonida (ratones control positivo de efecto antiinflamatorio; se 
les administró LPS y posteriormente budesonida); grupo P45 (ratones que recibieron LPS y 
posteriormente polyP sintético) y grupo EIC (se administró LPS y posteriormente EIC de 
CRL1505). El control de bioterio fue realizado para comparar parámetros normales en 
ratones sanos con ratones enfermos, con y sin tratamiento. La concentración del polyP 
sintético se ajustó en base a la concentración de fosfato del polyP presente en el EIC de 
CRL1505 (3,24 mg/mL de Na2HPO4). La concentración de budesonida se ajustó según 
indicaciones del fabricante (5,6 µg por ratón). En todos los casos se tuvo en cuenta el peso 
de los animales (aprox. 35 g por ratón). A las 6 hs post-administración de LPS (T6) se 
sacrificaron los ratones de los diferentes grupos experimentales y los ratones control bioterio 
(ratones sanos) para la tomas de muestras y determinaciones de parámetros de la respuesta 
inflamatoria local y sistémica. 
 
Evaluación de la respuesta inmune local y sistémica 
Recuento total y diferencial de leucocitos en lavado bronco-alveolar (LBA) 
Como es de esperar en este modelo de inflamación pulmonar inducido por LPS, a nivel local 
la administración del liposacárido indujo un incremento significativo del recuento total de 
células (leucocitos) en el grupo LPS (sin tratamiento) (Figura 34), observándose una 
disminución de los recuentos leucocitarios en los grupos EIC, polyP-45 y budesonida, 
similares al control bioterio.  
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De la misma forma, este resultado pudo también ser visualizado mediante el recuento 
diferencial de macrófagos alveolares y neutrófilos, fagocitos profesionales que conforman 
una de las primeras líneas de defensa frente a infecciones. El número de macrófagos y 
neutrófilos aumentó significativamente en LBA en el grupo LPS (Figura 35 A). Sin embargo, 
los tratamientos con EIC, polyP-P45 o budesonida indujeron una disminución significativa 
en los recuentos de los mismos (41,3 - 57,2 % en macrófagos y 90,5 - 93 % en neutrófilos; p 
< 0,05), obteniéndose valores similares a los de ratones sanos (control bioterio). 
 
Figura 34. Recuento total de células (leucocitos) en lavado bronco-alveolar (LBA) después de 6 hs 
de desafío con LPS.a, b, c Grupos con diferente letra son significativamente diferentes (p <0,05). 
a 
b 
c 
c 
a 
a 
a 
a a 
b 
A 
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Recuento total y diferencial de leucocitos en sangre 
En los exámenes de sangre se observó que el LPS indujo una disminución en el recuento 
leucocitario (grupo LPS, Figura 36) respecto a ratones sanos (control bioterio). Sin embargo, 
no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos grupos 
experimentales a las 6 hs post-desafío.  
 
Figura 35. Recuento diferencial (A: macrófagos; B: neutrófilos) en lavado bronco-alveolar (LBA) 
después de 6 hs de desafío nasal con LPS.a, b Grupos con diferente letra son significativamente. 
diferentes (p <0,05). 
Figura 36. Recuento total de células (leucocitos) en sangre después de 6 hs de desafío con LPS. 
a, b Grupos con diferente letra son significativamente diferentes (p <0,05). 
a a a a 
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En la Figura 37 puede verse el recuento de neutróflos en sangre en los diferentes grupos 
experimentales. El número de neutrófilos en el grupo LPS se vio significativamente 
disminuido (p < 0,05) respecto al control bioterio, lo que indica la migración de los mismos 
hacia pulmón en respuesta a la inflamación inducida por LPS. En los ratones tratados con el 
estándar polyP-45, el número de neutrófilos no tuvo diferencias significativas respecto al 
control bioterio (p > 0,05), sin embargo en los grupos budesonida y EIC este número 
disminuyó, aunque sus valores fueron significativamente mayores a los del grupo LPS (p < 
0,05). 
 
 
Por otro lado, se realizó el análisis de mieloperoxidasa de neutrófilos en sangre, 
comúnmente utilizado como indicador de activación y funcionalidad de los mismos. Las 
células se calificaron como peroxidasa débilmente, moderadamente o fuertemente positivas, 
en base al cálculo de un score. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre 
los tratamientos y controles (bioterio y LPS) (Figura 38). 
Figura 37. Recuento de neutrófilos en sangre después de 6 hs de desafío con LPS.a, b,c Grupos con 
diferente letra son significativamente diferentes (p <0,05). 
a 
b 
a 
c c 
CAPÍTULO 4 
93 
 
 
CAPÍTULO 2 
 
 
Concentración de citoquinas en LBA y en suero 
Mediante citometría de flujo se evaluó si la administración de LPS en ratones estimulaba la 
liberación de citoquinas involucradas en la respuesta inflamatoria (IL-10; IL-17A; TNF alfa; 
IFN gama; IL-6; IL-4 e IL-2). En lavado LBA se observó un aumento de todas las citoquinas 
en el grupo LPS respecto a ratones sanos (control bioterio) (Figura 39 A). Sin embargo, no 
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0,05) y el grupo LPS a las 
6 hs post desafío. Por el contrario, a nivel sistémico, en todos los tratamientos se observó 
una disminución significativa (p <0,05) de todas las citoquinas evaluadas respecto al grupo 
LPS, alcanzando valores similares a los de ratones sanos (Figura 39 B).  
 
Figura 38.  Activación de neutrófilos peroxidasa positivos (+). 
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Figura 39. Niveles de citoquinas inflamatorias en LBA (A) y en sangre (B), medidos por citometría de 
flujo en ratones BALB/c después de 6 hs del desafío con LPS.a, b,c  Grupos con diferente letra son 
significativamente diferentes (p <0,05). 
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DISCUSIÓN 
El polyP es una biomolécula ubicua y fisiológicamente importante para toda célula viva (192) 
con potencialidad de ser usada como agente terapéutico, por lo que su cuantificación 
intracelular es crucial para una correcta caracterización funcional. En la determinación de 
polyP se han utilizado diferentes métodos (192) y la falta de un procedimiento estandarizado 
posiblemente sea responsable de la gran dispersión de resultados que se encuentran en la 
literatura. La extracción de polyP y la determinación del fosfato libre liberado por la 
degradación enzimática del polímero (sistema PPK/ATP/luciferasa) es un método bastante 
común para la cuantificación de polyP (101, 192) pero su implementación requiere 
inversiones considerables de dinero y tiempo. En este trabajo de tesis se evaluaron técnicas 
semicuantitativas (complejo DAPI-polyP, Capitulo 1) y cuantitativas. La técnica 
espectrofotométrica basada en la interacción de azul de toluidina y polyP, aplicada a la 
cuantificación directa del polianión en el EIC de CRL1505, fue descartada debido a una 
subestimación de la concentración real de polyP ya que la aplicación de esta técnica 
depende de la concentración y longitud de la cadena del polianión. Por el contrario, otros 
autores utilizaron sin inconvenientes esta metodología pero emplearon estándares de polyP 
de peso molecular similar al polianión en estudio (99). En este trabajo de tesis, utilizamos la 
técnica espectrofotométrica que permite medir la concentración de fosfato soluble del polyP 
previamente hidrolizado por tratarse de una técnica simple, de bajo costo y consistente en 
las mediciones, tanto en EIC como en medios de cultivo (Capítulo 1). Esta metodología 
cuantifica polyP en términos de la concentración de monómeros de fosfato y fue utilizada 
previamente con esta finalidad (84, 97, 99). Con esta metodología se estableció una curva 
de correlación (R2 = 0,99) entre concentraciones de fosfato libre y concentraciones conocidas 
del polyP sintético (polyP-45) hidrolizado, que permitió ajustar la dosis del estándar de 
polyP-45 a la concentración de fosfato libre presente en el EIC de la cepa CRL1505 para su 
utilización en los experimentos in vivo.  
Estudios recientes (84, 85, 187) informan acerca de la funcionalidad de los polyP de 
diferentes cepas de Lactobacillus, que presentaron efecto anti-inflamatorio a nivel intestinal. 
El polyP de L. paracasei JCM 1163 suprime significativamente la permeabilidad intestinal 
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inducida por oxidantes en el intestino delgado en ratones (modelo murino) (101) mientras 
que otros investigadores observaron que el polyP de L. brevis SBC8803 mejora la barrera 
intestinal (84, 187), suprime la inflamación y la fibrosis intestinal al (85) inducir la apoptosis 
e inhibe la progresión de células de cáncer de colon a través de la activación de la 
señalización ERK (193). Este grupo propone que la administración del polyP de L. brevis 
SBC8803 es una opción novedosa para el tratamiento de procesos inflamatorios intestinales 
crónicos.  
Por el contrario, no hay antecedentes en la literatura acerca de la administración de polyP 
por una vía diferente a la oral, como es la vía intranasal, y que demuestren su efecto en otra 
mucosa, como es la mucosa respiratoria. En este sentido, el principal objetivo de nuestros 
estudios in vivo fue investigar si EIC de CRL1505 conteniendo polyP, administrado por vía 
intranasal durante un proceso inflamatorio respiratorio en curso, sería capaz de disminuir o 
evitar la inflamación. Al respecto, se conoce una gran variedad de modelos experimentales 
de inflamación pulmonar empleados para comprender los mecanismos de daño pulmonar 
y probar nuevas estrategias terapéuticas (194-196). En este trabajo de tesis se empleó un 
modelo de inflamación respiratoria aguda inducida por la administración intranasal de 
lipopolisacárido bacteriano (LPS) (188), el cual es un reconocido factor inductor de 
inflamación (190).  
Los macrófagos pulmonares cumplen un papel central en el mantenimiento de la 
homeostasis inmunológica y la defensa del hospedador y se encuentran distribuidos a lo 
largo de todo el tracto respiratorio. En condiciones normales, la población mayoritaria en 
pulmón está compuesta por macrófagos alveolares (> 95 %) una de las pocas poblaciones 
celulares que residen en espacios aéreos saludables. En estado estacionario, la función 
principal de los macrófagos alveolares es la fagocitosis y el secuestro de antígenos para 
evitar que se produzca una respuesta inflamatoria y proteger a los tejidos locales (197). En 
este estado, los macrófagos alveolares producen pequeñas cantidades de citoquinas pro-
inflamatorias, manteniendo la capacidad de ser activados en respuesta a estímulos 
extrínsecos e intrínsecos, incluyendo citoquinas, microorganismos y material particulado. Al 
superar los mecanismos homeostáticos, la activación de los macrófagos alveolares resulta 
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en un cambio de su capacidad funcional para convertirse en una eficiente célula efectora: 
adquieren mayor capacidad fagocítica y microbicida, aumentan la producción de citoquinas 
pro-inflamatorias y coordinan la respuesta inmune innata (198, 199). Esta activación de los 
macrófagos es uno de los factores de riesgo inductores de la inflamación respiratoria aguda 
(190). El LPS, uno de los componentes principales de la membrana externa de bacterias Gram 
negativas, es capaz de penetrar en el torrente sanguíneo e inducir respuestas inflamatorias 
mediante la activación de macrófagos (200). Se ha demostrado que la inhibición de la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias después del desafío con LPS es capaz de reducir 
las lesiones pulmonares y mejorar la tasa de supervivencia (201, 202).  
En esta tesis demostramos que la administración de LPS por vía intranasal en los animales 
de experimentación indujo una respuesta inflamatoria evidenciada, en primer lugar, por la 
migración de numerosas células, principalmente macrófagos, al espacio pulmonar. Las 
citoquinas pro-inflamatorias producidas por estos macrófagos reclutan y activan los 
neutrófilos, que se adhieren al endotelio de los capilares afectados y migran a los espacios 
aéreos, lo que lleva a una lesión pulmonar más grave (203). Estos cambios fueron observados 
en nuestro modelo experimental de inflamación respiratoria ya que la administración de LPS 
aumentó significativamente el número de neutrófilos en lavado bronco-alveolar (LBA), 
redujo el número de los mismos en sangre periférica e incrementó los niveles de IL-10, IL-
17, IL-6, IL-2, IL-4, INF gama y TNF-alfa a nivel local y en sangre, con un pico a las 6 hs post-
desafío. Estos hallazgos son coincidentes con estudios previamente reportados en modelos 
animales (188, 191, 204) así como en diversos estudios clínicos (205) donde la acumulación 
de neutrófilos en los espacios alveolares contribuyó a la inflamación y a los efectos 
citotóxicos sobre las células pulmonares. Estos son indicios de que la inlflamación pulmonar 
aguda es provocada por un exceso de citoquinas pro-inflamatorias producidas por los 
neutrófilos activados que se acumulan en el pulmón e inducen la liberación de otros 
mediadores inflamatorios (186). 
En nuestro modelo in vivo de inflamación respiratoria aguda se empleó budesonida como 
control positivo del efecto anti-inflamatorio buscado. Este es un fármaco con capacidad anti-
inflamatoria, frecuentemente usado en el tratamiento enfermedades respiratorias. Por otro 
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lado, al no disponer de cepas knockout para el gen ppk (gen que codifica para la enzima 
PPK, encargada de la síntesis de polyP), cepas comúnmente utilizadas en bibliografía como 
control del efecto de polyP en experimentos in vivo (83, 101), en este trabajó se incluyó un 
polyP sintético como control (P45). De esta forma, se adjudicó el efecto al polyP del EIC de 
CRL1505 por haberse obtenido valores similares a P45. También es importante destacar que 
el efecto de polyP en este modelo fue independiente de su PM y longitud de cadena, 
teniendo en cuenta las diferencias existentes entre polyP del EIC de CRL1505 y polyP-45 
(P45). 
El tratamiento intranasal con EIC o polyP sintético fue capaz de evitar la migración 
leucocitaria (macrófagos y neutrófilos) al espacio bronco-alveolar y el incremento de la 
actividad mieloperoxidasa en sangre, además de normalizar el número de neutrófilos en 
sangre periférica. Este efecto estuvo relacionado con los niveles de las citoquinas estudiadas. 
Si bien en LBA no se observaron diferencias significativas en los niveles de las citoquinas 
estudiadas entre los grupos tratados y no tratado (grupo LPS), el tratamiento con EIC logró 
normalizar los niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-17, IL-6, IL-2, IL-4, 
INF gama, al igual que los tratamientos con polyP-45 y budesonida, sin diferencias 
significativas entre ellos. Por el contrario, únicamente el tratamiento con EIC logró normalizar 
los niveles de TNF-alfa en suero, a diferencia de polyP-45 y budesonida que dieron valores 
inferiores al control de bioterio. La administración intrarrectal del polyP proveniente de L. 
brevis SBC8803 en un modelo murino de colitis aguda mejoró significativamente la tasa de 
sobrevida y la lesión intestinal mediante la supresión de la producción de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-1 beta e IL-6 (84). Utilizando este mismo modelo animal, Kashima y 
col. (85) demostraron que ratones tratados con un polyP sintético presentaron una 
disminución significativa en los niveles de expresión de ARNm de IL-1 beta, TNF alfa e IFN 
gama. 
Se sabe que la IL-10 tiene un papel protector importante en el control de la inmunopatología 
durante infecciones respiratorias (34, 206) y daño pulmonar agudo (207, 208) contribuyendo 
a la restitución del equilibrio entre factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. El 
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tratamiento terapéutico con EIC o budesonida normalizó los niveles séricos de IL-10, a 
diferencia del polyP sintético que dió valores menores que el control de bioterio. 
A pesar de que se conocen diversas bacterias lácticas probióticas con propiedades anti-
inflamatorias, se han identificado pocas biomoléculas derivadas de las mismas (188). En este 
trabajo de tesis se demuestra, por primera vez, que el tratamiento intranasal con EIC de L. 
rhamnosus CRL1505 en un modelo murino de inflamación aguda pulmonar luego de un 
desafío inflamatorio, evita el desarrollo de una respuesta inflamatoria local en las vías 
respiratorias. Las propiedades descriptas para este nuevo agente bioactivo, polyP del 
inmunobiótico L. rhamnosus CRL1505, apoyan la búsqueda de alternativas biológicas para 
mitigar trastornos inflamatorios de las vías respiratorias, que constituyen  un problema de 
salud pública. 
 
CONCLUSIONES PARCIALES 
Los resultados obtenidos en este Capítulo permiten concluir que: 
 La administración de LPS a ratones (modelo experimental murino) produjo un 
aumento significativo de leucocitos, macrófagos y neutrófilos en líquido bronco alveolar 
(LBA) y una disminución significativa de leucocitos y neutrófilos en sangre periférica, 
comparado con el grupo control de bioterio a las 6 hs post-desafío  
 El tratamiento con el EIC de CRL1505 disminuyó la inflamación producida por LPS al 
evitar el reclutamiento de leucocitos, macrófagos y neutrófilos al espacio alveolar. Al mismo 
tiempo, mantuvo el número de neutrófilos en sangre periférica cercano a la normalidad, sin 
modificar su actividad mieloperoxidasa. Similares resultados se obtuvieron con polyP-45 y 
budesonida.  
 El desafío con LPS indujo el incremento significativo de todas las citoquinas 
estudiadas (IL-10, IL-17, IL-6, IL-2, IL-4, INF gama, TNF alfa) tanto a nivel local como 
sistémico, lo que indica que el modelo de inflamación respiratoria funciona.  
 El tratamiento con EIC-CRL1505 logró normalizar los niveles de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-17, IL-6, IL-2, IL-4 e INF gama en sangre periférica, al igual que los 
tratamientos con poyP-45 y budesonida sin diferencias significativas entre éstos. 
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 Sólo el tratamiento con EIC logró normalizar los niveles de TNF alfa en suero, dando 
valores similares al control de bioterio. 
 El tratamiento con EIC normalizó los niveles séricos de IL10, citoquina reguladora, al 
igual que el tratamiento con el corticoide budesonida, no así polyP-45 que indujo valores 
inferiores al control de bioterio. 
 
CONCLUSIÓN GENERAL DE TESIS 
En esta Tesis Doctoral se estudió la tolerancia al estrés térmico, osmótico y oxidativo 
derivados del proceso de secado por pulverización de la cepa inmunobiótica (L.) rhamnosus 
CRL1505, cuyas propiedades benéficas están ampliamente documentadas. Se evidenció por 
primera vez la acumulación de polyP en el citoplasma de L. rhamnosus CRL1505 y su relación 
con la tolerancia a estrés, estableciéndose las condiciones biotecnológicas de producción de 
biomasa para mejorar la supervivencia de las células a la deshidratación. Se demostró que 
la inclusión de sales inorgánicas, tanto en la matriz de secado como en el medio de 
rehidratación del probiótico en polvo, mejora la viabilidad celular durante el secado y 
posterior almacenamiento. Los probióticos deshidratados obtenidos sobre base no láctea 
representan una alternativa a los productos disponibles actualmente en el mercado y un 
punto de partida para la formulación de un complemento dietario, que constituye un área 
de vacancia en el mercado. Finalmente, se puso en evidencia la capacidad del polyP 
intracelular de L. rhamnosus CRL1505 para evitar el desarrollo de una respuesta inflamatoria 
local en las vías respiratorias, empleando un modelo murino de inflamación pulmonar 
aguda.  
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MICROORGANISMO DE ESTUDIO 
Origen  
En este trabajo se utilizó la cepa L. rhamnosus CRL1505 perteneciente a la Colección de 
Cultivo del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), San Miguel de Tucumán, 
Argentina. La cepa fue aislada de leche de cabra en la provincia de Tucumán. 
 
Preservación y propagación 
Con el fin de conservar a largo plazo la cepa en estudio, se prepararon cultivos stock de la 
siguiente manera: la cepa fue cultivada (2 %) en caldo MRS a 37°C durante 16 hs (fase 
estacionaria de crecimiento). Las células se cosecharon por centrifugación (10000 g, 15 min) 
y se suspendieron en medio protector LEL-Glicerol estéril (10 x). Este cultivo se fraccionó en 
viales estériles (500 uL) que fueron conservados a -20 °C hasta su uso. Se obtuvo un cultivo 
activo de la cepa en estudio mediante transferencia de estos viales al medio de cultivo 
(inóculo al 2 %; v/v) e incubación a 37 °C hasta la fase de crecimiento deseada.  
 
MEDIOS DE CULTIVO 
Medio Protector LEL-Glicerol  
Medio LEL: leche descremada en polvo 10,0 g; extracto de levadura 0,5 g; glucosa 1,0 g; agua 
destilada c.s.p. 100 mL. Se esterilizó a 115 °C (0,6-0,7 atm de presión) durante 20 min. Se 
agregó glicerol puro (esterilizado por separado a 121 °C, 20 min) al medio LEL en una 
concentración final del 20 % (v/v).  
 
Caldo MRS (90) 
Peptona de carne 10,0 g; extracto de carne 10,0 g; extracto de levadura 10,0 g; glucosa 20,0 
g; Tween 80 1,0 g; K2HPO4 2,0 g; acetato de sodio 5,0 g; citrato triamónico 2,0 g; MgSO4.7H20 
0,2 g; MnSO4.4H20 0,05 g; agua destilada csp. 1000 mL. Se esterilizó a 121°C durante 20 min. 
El pH final del medio fue 6,4 ± 0,03.  
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Este medio fue utilizado de forma sólida mediante el agregado de 1,5 % de agar al medio 
líquido. 
 
Caldo MCM 
Peptona de carne 5,0 g; extracto de levadura 10,0 g; lactosa 20,0 g; MnSO4 0,038 g; MgSO4 
0,05 g; KH2PO4 5,6 g; Na2HPO4 3,6 g; agua destilada csp. 1000 mL. Se esterilizó a 121°C 
durante 20 min. El pH final del medio fue 6,4 ± 0,02. 
 
LAPTg agar (91) 
Peptona de carne 15 g; tripteína 10 g; extracto de levadura 10 g; Tween 80 1 g; glucosa 10 
g, agar 15 g; agua destilada csp. 1000 mL. Se esterilizó a 121°C durante 20 min.  
 
TÉCNICAS GENERALES 
Medidas de crecimiento 
Como medidas de crecimiento celular se utilizaron la absorbancia del cultivo a 600 nm (A600) 
y/o el recuento de células viables (unidades formadoras de colonias por mL: UFC/mL) 
mediante la técnica de recuento en gota (209), sembrando diluciones seriadas de un cultivo 
en LAPTg agar o MRS agar (diluciones seriadas en solución fisiológica NaCl 0,85 %; p/v). La 
velocidad específica de crecimiento máxima [µmax (h-1)] se calculó durante la fase de 
crecimiento exponencial mediante la aplicación de la siguiente ecuación:  
 
Donde N y Ni representan las UFC/mL al final y al comienzo de la fase exponencial, 
respectivamente y ᐃT el tiempo en el que transcurrió la fase exponencial (hs). 
 
Determinación de la viabilidad y daño celular por citometría de flujo 
Células de CRL1505 cultivadas en diferentes condiciones fueron teñidas con un kit de 
viabilidad celular (BD™ Biosciences, EE. UU.) compuesto por dos colorantes que indican 
integridad de la membrana celular: naranja de tiazol (parámetro de viabilidad celular) y 
µmax = [ln (N/Ni)] /ᐃT 
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ioduro de propidio, cuya acumulación intracelular indica daño de membrana plasmática 
(103). Las células de CRL1505 fueron suspendidas en solución buffer fosfato salino (PBS) a 
una concentración aprox. de 1x106 células/mL y se incubaron a temperatura ambiente 
durante 5 min con 420 μM de naranja de tiazol y 48 μM de ioduro de propidio. Las muestras 
se analizaron con un citómetro de flujo FACS Calibur (BD™ Biosciences, EE.UU.), utilizando 
dos longitudes de onda diferentes, 488 nm y 635 nm. Se contaron 10000 eventos por 
muestra. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado y el análisis de los datos se realizó 
utilizando el software FlowJo, versión 7.6.1. Los resultados se expresaron como el porcentaje 
de células vivas, dañadas y muertas. 
 
Determinación de pH 
Las medidas de pH se efecturaron empleando un pHmetro portátil (Sartorius PT-10). 
 
Determinación de etanol y ácidos orgánicos por HPLC 
Etanol y los ácidos láctico, fórmico y acético se determinaron por HPLC como describió 
previamente Gerez y col. (210) utilizando una columna de exclusión iónica Aminex HPX-87H 
(modelo ISCO 2350, 300×7,8 mm2, Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Las concentraciones de 
metabolitos se expresaron en g/L.  
 
Determinación de la producción de diacetilo/acetoína(133) 
Esta técnica permite determinar en forma semicuantitativa la formación de 
diacetilo/acetoína; el diacetilo reacciona con alfa naftol en medio alcalinoformando un 
compuesto color fucsia. Brevemente, se agregó 1 mL de KOH 30 % (p/v) a 2 mL de cultivo 
de CRL1505 (estático o agitado).Posteriormente, se agregó 1 mL de alfa naftol (4 %, p/v) 
disuelto en alcoholisoamílio:etanol (10:90, v/v). La mezcla obtenida se incubó a 30 °C durante 
30 min.Las muestras positivas mostraron la formación de un halo fucsia. 
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Cuantificación espectrofotométrica de fosfato soluble 
La técnica fue adaptada de Smith y col. (65) y de De Angelis y col. (211). Brevemente, 100 µL 
de muestras diluidas se mezclaron con 100 µL de un reactivo de color compuesto por 80 % 
de solución A [1, 5 % (p/v) de molibdato de amonio y 5,5 % (v/v) de ácido sulfúrico] y 20 % 
de solución B [2, 7 % (p/v) de sulfato ferroso]. Las muestras se incubaron durante 20 min a 
temperatura ambiente y posteriormente se midió la absorbancia de las mismas a 700 nm en 
un lector de microplacas. Las concentraciones de fosfato se determinaron por referencia a 
una curva estándar utilizando 2 mg/mL de Na2HPO4 como patrón y se informaron en 
términos de la concentración de monómeros de fosfato (fórmula de monómero: NaPO3). 
 
Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
Células de L. rhamnosus CRL1505 fueron cultivadas en MCM a 37°C durante 20 hs y 
observadas por microscopía electrónica. Para la obtención de delgadas láminas celulares, las 
células se fijaron durante una semana en solución Karnovsky: 2,66 % de formaldehído; 1,66 
% de glutaraldehído y buffer fosfato de sodio (0,1 M; pH 7,4) (212). Posteriormente, las 
células se lavaron tres veces con este buffer y se fijaron en tetróxido de osmio al 2 % en el 
mismo tampón, a 4ºC durante toda la noche. Finalmente las muestras fueron deshidratadas 
en series de etanol y se colocaron en resina de Spurr. El seccionamiento se llevó a cabo con 
ultramicrótomo Potter Blum MT1. Los slices fueron teñidos con citrato de plomo y acetato 
de uranilo (213) y examinados con un microscopio electrónico Zeiss EM109 (Carl Zeiss NTS 
GmbH, Oberkochen, Alemania). Se tomaron microfotografías electrónicas con diferente 
aumento. 
 
 Estudio de la tolerancia intrínseca a estrés 
Células de un cultivo activo de CRL1505 en MCM (37°C, 20 h) fueron cosechadas por 
centrifugación (9790 g;15 min; 4ºC) y suspendidas en buffer fosfato de potasio estéril(10 
mM; pH 7,0). Esta suspensión se utilizó para inocular 50 mL del mismo buffer (recuento inicial 
de aprox. 108UFC/mL) equilibrado a: (1)Temperaturas: 37°C; 50°C; 55°C; 60°C y 65°C y 70°C 
(2)Actividad de agua (aW, ajustada con glicerol puro): 1,000; 0,9225; 0,8185; 0,7195; 0,5730; 
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0,4150 y 0,2720 (3)H2O2: 0,00 %; 0,05 %, 0,10 %; 0,20% y 0,40 %. Como control positivo y 
recuento de células inicial (Ni) se utilizó buffer a 37°C; aW 1,000 y 0,00 % de H2O2. Se tomaron 
muestras (1 mL) después de 1-5 min, y después de 10, 15 y 20 min de incubación bajo las 
diferentes condiciones de estrés. En el caso de la temperatura, las muestras tomadas fueron 
enfriadas inmediatamente en baño de hielo. En el caso de presencia de agua oxigenada y 
glicerol, las muestras tomadas fueron inmediatamente diluidas. Los recuentos celulares se 
realizaron en placas de LAPTg agar y las placas (ensayos duplicados) se incubaron a 37 ° C 
durante 48 hs. Los resultados se expresaron como sobrevida celular según la siguiente 
ecuación: 
 
Donde N es el número de células en un determinado tiempo y Ni representa el recuento 
incial, el cual fue obtenido a partir del control a 37°C, 0,00 % de H2O2y aW= 1,000. 
 
Protocolo de shock térmico 
La sobrevida a shock  térmico de la cepa CRL1505 cultivada en MCM o MCM(-) se evaluó de 
la misma forma que en el apartado anterior, seleccionando 60°C como temperatura de shock 
y 5 min de tratamiento. Se evaluaron diferentes medios de shock térmico, los cuales fueron 
esterilizados y llevado a pH 7 previo a su utilización: 
-Buffer fosfato de potasio (10 mM; pH 7,0) 
-Leche descremada reconstituida (LDR; pH 6.70; Milkaut, Argentina) 
-MCM 
-MCM1: lactosa 2 %) 
-MCM2: extracto de levadura 1 % + peptona de carne 0,5 % 
-MCM3: Na2HPO4 +KH2PO4 + MgSO4 + MnSO4 
-MCM4: Na2HPO4 +KH2PO4 
-MCM5: MgSO4 + MnSO4 
-Goma Arábiga (La repostera, Tucumán, Argentina) 
-Alginato de sodio (KIMIKA; PROVIND NOA, Tucumán, Argentina) 
Sobrevida=log (N/Ni) 
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-Concentrado proteico de suero (WPC; 35 %; Milkaut, Argentina) 
-Maltodextrina (15/Globe 19159; PROVIND NOA, Tucumán, Argentina) 
 
 Estudio de polifosfato inorgánico intracelular 
Visualización de polyP por tinción de Neisser 
Se utilizaron cultivos (50 x) de L. rhamnosus CRL1505 en MCM a 37°C cosechados a las 20 
hs de fermentación. Los frotis bacterianos se secaron al aire en portaobjetos limpios y 
desengrasados y los gránulos de polifosfato inorgánico se tiñeron específicamente con 
solución de Neisser (Sigma-Aldrich Co) (70, 214) durante 3 min. Se lavaron los frotis con 
abundante agua destilada y se dejaron secar completamente. Se observaron al microscopio 
óptico (CX, Olympus, Tokyo, Japan) usando aceite de inmersión (100 x). 
 
Electroforesis de polyP en geles de poliacrilamida (PAGE)  
En primer lugar se prepararon extractos intracelulares (EICs) de L. rhamnosus CRL1505, para 
lo cual la cepa fue cultivada en el medio MCM o MCM(-) a 37°C durante 20 hs. Las células 
bacterianas se recuperaron por centrifugación (10000 g, 15 min) y fueron concentradas (50 
x) en agua destilada estéril. El pellet concentrado se mezcló con perlas de vidrio (150-212 
μm diámetro, Sigma-Aldrich Co; St. Louis, MO, Estados Unidos) en una relación 1:1 (células: 
perlas). Luego, las células se rompieron usando un disruptor celular Mini-BeadBeater-8 
(Biospec Products Inc.; Bartlesville, OK, Estados Unidos) a velocidad máxima, con 7 ciclos de 
1,5 min cada uno e intervalos en hielo de 1 min entre ciclo y ciclo. Para eliminar los restos 
celulares y las perlas de vidrio, las muestras se centrifugaron (14500 g, 5 min, 4 °C) y los EICs 
obtenidos se utilizaron inmediatamente o se conservaron en freezer (-20°C) hasta su 
utilización.  
El tamaño del polifosfato presente en EICs de CRL1505 se estimó según Leitao y col. (100), 
con modificaciones. Brevemente, 20 µL de muestra se mezclaron con el colorante de siembra 
[buffer Tris-Borato-EDTA (5 x; TBE): 90 mM Tris; 90 mM Borato; 2,7 mM EDTA; pH 8.3; 5 % 
de glicerol; 0,01 % de azul de bromo fenol y 0,02 % de xileno cianol]) y se cargaron en geles 
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de poliacrilamida al 4 % y 8 % (relación acrilamida: bisacrilamida = 20:1). Los geles se 
corrieron en buffer TBE (1 x) y se tiñeron con una solución de azul de toluidina (0,05 %) en 
25 % de metanol. El tamaño de polifosfato se comparó con un estándar de polifosfato cuya 
longitud de cadena polianiónica consistió en 45 residuos de fosfato (PM: 4748 Da).  
 
Semi-cuantificación de polyP mediante fluorescencia con DAPI 
Se determinó el contenido de polifosfato inorgánico intracelular en suspensiones celulares 
de CRL1505 provenientes de los medios de cultivo MCM o MCM(-), bajo diferentes 
condiciones. Se utilizó un enfoque de fluorescencia basado en la utilización de la sonda 
fluorescente DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) (215). El método fue tomado y adaptado de 
la técnica reportada por Schurig-Briccio y col.(95) y Grillo-Puertas y col. (96) para bacterias 
Gram negativas. Brevemente, se añadieron 17 mM DAPI (Sigma) a las células de CRL1505 
lavadas y suspendidas en buffer T (Tris-HCl 100 mM; pH 8) junto con dodecilsulfato sódico 
(SDS) y cloroformo para la permeabilización celular (A600=0,02). Después de 15 min de 
agitación a 37ºC, se registraron los espectros de emisión de fluorescencia de DAPI 
(excitación 415 nm, emisión 450 a 650 nm) usando un espectrofluorómetro ISS PCI 
(Champaign, IL). La fluorescencia (unidades arbitrarias; UA) del complejo DAPI-polifosfato a 
550 nm se utilizó como una medida del contenido de polifosfato intracelular, ya que las 
emisiones de fluorescencia de DAPI libre y DAPI-DNA son mínimas a esta longitud de onda 
(215). Se usó una cepa mutante de Escherichia coli, no productora de polifosfato, como 
control negativo de fluorescencia. 
 
Cuantificación espectrofotométrica de polyP mediante azul de toluidina 
El método se basa en una disminución de la absorbancia del colorante azul de toluidina de 
620-530 nm por reacción metacromática con polifosfato (216). La técnica fue empleada para 
la medida directa de polifosfato en EIC de CRL1505 y fue adaptada a partir de Ohtomo y col. 
(216). Brevemente, 100 µL de azul de toluidina (0,15 mg/mL) en ácido acético (50 mM) fueron 
mezclados con 100 µL de muestra conteniendo polifosfato. Se dejó 15 min a temperatura 
ambiente y posteriormente se midió la absorbancia de las muestras a 530 y 620 nm en un 
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espectrofotómetro de microplacas. La concentración de polifosfato se calculó a partir de una 
curva estándar confeccionada con la relación de absorbancias a 620 y 530 nm (A620/A530) en 
función de concentraciones conocidas (0; 2; 2,5; 4; 5; 8; 10; 12, 5 µg/mL) de un estándar de 
polifosfato inorgánico constituido por 45 residuos de fosfato (Sigma; PM 4748 Da). 
 
Cuantificación de polyP como fosfato soluble 
Esta técnica se empleó previamente para cuantificar fosfatos en medios de cultivo (pág. 104). 
Para cuantificar polyP intracelular se partió de EICs de CRL1505 y se adicionó una etapa de 
hirólisis (HCl 1 M, 100°C, 30 min) previa a la cuantificación espectrofotométrica de los grupos 
fosfatos liberados, como se describió previamente. 
 
Análisis transcripcional de los genes codificantes para las enzimas PPX1, PPX2 
y PPK 
El aislamiento de ARN total se realizó a partir de un cultivo de 20 hs de L. rhamnosus CRL1505 
según Raya y col. (217) a partir de dos réplicas biológicas y dos repeticiones técnicas. 
Brevemente, las células de 25 mL de un cultivo de 20 hs en MCM y MCM(-) a 37°C, se 
recogieron por centrifugación, se lavaron con tampón TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH 8) y 
se suspendieron en 500 µL de tampón TE frío. La suspensión celular se añadió a un tubo de 
microcentrífuga con tapón de rosca de 2 mL que contenía 0,6 g de perlas de vidrio (100 µm 
de diámetro, Sigma-Aldrich Co; St. Louis, MO, Estados Unidos), 170 µL de una suspensión 
de Macaloide al 2 % (p/v), 500 µL de tampón Tris-HCl fenol-cloroformo (1:1) pH 7, y 100 µL 
de 20 % (p/v) de SDS. Las células se rompieron por agitación en un disruptor celular Mini-
BeadBeater-8 durante 10 ciclos de 1 min con intervalos en hielo de 1 min. Luego se 
centrifugó a 13000 rpm, 4°C durante 15 min, el sobrenadante acuoso que contenía el ARN 
fue extraído dos veces con 1 volumen de Tris-HCl fenol-cloroformo (1:1 v/v) y se precipitó 
con 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y etanol absoluto (3 volúmenes). 
Finalmente, el ARN fue suspendido en agua libre de ARNasa. El ARN aislado se trató con el 
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kit TURBO-ADN libre™ (Ambion®, Invitrogen, Buenos Aires kArgentina) según las 
instrucciones del fabricante, antes de la síntesis de ADNc.  
RT-PCR: la síntesis de ADNc se realizó a partir de 5 µg de ARN total confirmado libre de 
ADN, utilizando el kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific, Buenos Aires-Argentina). Los cebadores utilizados en la RT-PCR se 
enumeran en la Tabla 7. Estos fueron diseñados de acuerdo con las secuencias de ppx1, 
ppx2 y ppk en el genoma de L. rhamnosus GG (NCBI Reference Sequence: NC_013198.1) y 
CRL 1505 (GenBank N°:ATBI00000000.1), con el programa Primer Quest (Integrated DNA 
Technologies, Inc.). Las reacciones de PCR a partir del ADNc obtenido, se realizaron por 
duplicado y estuvieron compuestas por 60 ng de ADNc, 1 µM de cada cebador, 1x de mezcla 
de reacción para PCR (Green GoTaq® Reaction Buffer Promega, Buenos Aires-Argentina) y 
0,1 µL de la enzima GoTaq® DNA Polimerasa (Promega, Buenos Aires-Argentina) en un 
volumen final de 12,5 µL por reacción.  
Las condiciones de PCR fueron: inicialmente 4 min/95°C, 30 ciclos que constan de 30 s/95°C, 
30 s/50°C, 60 s/72°C seguido por una extensión final a 72°C por 5 min. Para cada reacción 
se incluyó: un control no templado (sin ADNc), un control positivo de la expresión 
representado por el gen constitutivo 16S ARNr, y un control positivo de la reacción con cada 
cebador utilizando el ADN genómico  de la cepa CRL 1505 como molde. Los productos de 
PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v) a 90 V en tampón TAE 1x (40 mM Tris 
pH 7,6, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM) y posteriormente se tiñeron con una solución de 
Gel Red 0,001 % (v/v) (Biotium, Genbiotech, Buenos Aires-Argentina). Los geles fueron 
fotografiados usando un sistema de fotodocumentación digital (ChemiDoc XRS+, Biorad, 
Buenos Aires, Argentina) y analizados con el programa Image Lab Software. Todas las 
muestras fueron procesadas por duplicado y mantenidas en hielo durante todo el 
procesamiento. 
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Tabla 7. Primers empleados en las reacciones de PCR para la amplificación de los genes ppk, 
ppx1, y ppx2. 
Gen Primer Secuencia 5’      3’ Tm (°C) 
Longitud 
(bases) 
ppk: polifosfato 
quinasa 
ppk-f ATGCGGCTGTGTTCCAGTAA 51,78 20 
ppk-r TCACGGCCCGATTGATTTGA 51,78 20 
ppx1: 
expolifosfatasa 1 
ppx1-f ATTCACGGCTCGGGTGTTC 53,25 19 
ppx1-r AGGTAGCAACTCTGCACGAA 51,78 20 
ppx2: 
exopolifosfatasa 2 
ppx2-f GAATCTTTTGCTGCCGCGAT 51,78 20 
ppx2-r ACCGTTGCGGGTGTATGAAA 51,78 20 
 
 Estudio del efecto de la agitación 
CRL1505 fue cultivada a pH libre en medio MCM a 37°C, durante 24 hs, en un baño 
termostatizado con (400 rpm y 150 rpm) y sin agitación. A las 24 hs se tomaron muestras 
para estudios morfológicos mediante microscopía óptica, medidas de pH, recuento celular 
y producción metabolitos. 
 
 Producción de biomasa en biorreactores 
Se realizaron fermentaciones en batch utilizando un biorreactor de 2 L (INFORS HT, Suiza, 
Figura 40). El medio de cultivo (1,5 L) fue inoculado al 1 % (v/v) con L. rhamnosus CRL1505. 
Durante la fermentación la temperatura se mantuvo a 37°C, la velocidad de agitación en 150 
rpm y el pH se mantuvo libre o se ajustó a 5,5 y 6,0 con una solución de NH4OH al 20 % 
(v/v). Las fermentaciones se llevaron a cabo durante 24-28 hs y, a intervalos de tiempo 
regulares se tomaron muestras asépticamente para medidas de A600, pH y recuento celular 
en placas de LAPTg agar, que se incubaron a 37°C durante 48 h. Los resultados se expresaron 
como log de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). 
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 Secado por pulverización 
Preparación del medio de secado  
20 g de maltodextrina 15 DE (PROVIND NOA, Tucumán, Argentina) se equilibraron a 100 g 
con agua destilada ó 19,07 g de maltodextrina se mezclaron con 0,93 g de MCM3 (0,36 g de 
Na2HPO4; 0,56 g de KH2PO4; 0,005 g de MgSO4; 0,0038 g de MnSO4) y se equilibraron a 100 
g con agua destilada. Las soluciones se dejaron hidratar y homogeinizar por completo 
durante 1 hs a 37°C bajo agitación magnética y posteriormente se esterilizaron en autoclave 
(120°C, 20 minutos) para destruir los patógenos. Una vez enfriadas las soluciones, se 
suspendieron los pellets de L. rhamnosus CRL1505 y se concentraron (2x); nuevamente se 
homogenizó la solución a 37°C bajo agitación magnética. Se tomaron muestras para medir 
humedad y expresar el recuento celular antes del proceso de secado en UFC/g de peso seco. 
 
Condiciones de secado  
Los medios de secado conteniendo a L. rhamnosus CRL1505 se mantuvieron bajo agitación 
a baja velocidad durante todo el proceso de secado usando el agitador magnético propio 
Figura 40. Fermentador Minifors (INFORS HT, Suiza). 
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del equipo. Se deshidrataron usando un secador por aspersión BÜCHI B-290 (BÜCHI 
Labortechnik AG, Suiza; Figura 41), equipado con un inyector de doble fluido con diámetro 
de orificio de 0,5 mm. Las condiciones de trabajo se establecieron en: 150°C temperatura de 
entrada, 13-15 % bomba de alimentación, 76°C-80°C temperatura de salida, 55 mm flujo de 
aire, 100% tasa de aspiración y 5 limpieza de la aguja de inyección. Los polvos obtenidos 
después del secado por pulverización se recogieron en frascos recolectores estériles y se 
almacenaron a -20°C en freezer.  
 
Medidas de peso seco  
5 mL de solución presecado o 5 g de muestra en polvo fueron colocados en placas de vidrio 
e introducidos en estufa a 105 °C. Se realizaron pesadas diarias hasta peso constante y se 
calculó el porcentaje en agua mediante la pérdida en peso húmedo debida a su eliminación 
por calentamiento. Antes de cada pesada, las plaquitas fueron colocadas dentro de un frasco 
conteniendo sílica gel herméticamente cerrado hasta ser enfriadas. 
 
 
Figura 41. Mini spray dryer B-290 (BÜCHI Labortechnik AG, Suiza). 
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Sobrevida celular 
La rehidratación de los polvos se realizó disolviendo 0,5 g de polvo en 4,5 mL de PBS, a 37°C 
bajo agitación magnética hasta disolución completa. Se realizaron diluciones seriadas a 
partir de esta solución que fueron sembradas en LAPTg agar. Para los cálculos de sobrevida 
(%) al proceso se aplicó la siguiente ecuación: 
 
 
Rendimiento en sólidos 
El rendimiento en sólidos se calculó mediante la siguiente ecuación:
 
 
Efecto de los medios y la temperatura de rehidratación  
Los medios de reconstitución utilizados para investigar la recuperación del probiótico 
CRL1505 a partir de los polvos deshidratados fueron:  
-Agua peptona (0,1%; p/v) 
-MCM3 
-LDR (10 %; p/v) 
-Medio diluyente (1,5 % peptona de carne, 1,0 % tripteína y 0,5 % extracto de levadura; p/v) 
-Sacarosa (20 %; p/v) 
-PBS (control).  
Diluciones 1/10 del probiótico deshidratado (0,5 g en 4,5 mL de medio de rehidratación) 
fueron homogeneizadas hasta disolución total e incubadas durante 30 min  a 37°C y 45°C. 
Se evaluó la viabilidad celular mediante recuento en placa (LAPTg agar) y citometría de flujo.  
 
 
 
 
Sobrevida=log UFC/g peso seco despúes del secado/ log UFC/g peso seco antes del 
secado x100 
Rendimiento en sólidos= g peso seco en polvo/g peso seco en solución presecado x100 
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 Modelo experimental de inflamación respiratoria aguda 
Se emplearon ratones albino Suizos, machos o hembras de 3 semanas de edad. Los mismos 
fueron provistos por el bioterio de CERELA, donde fueron criados en colonias cerradas y bajo 
condiciones ambientales controladas, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas durante los 
ensayos. Se administró a todos los ratones 25 µL lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli 
O55:B5 (Sigma Aldrich-Nº de Producto L2880), en una dosis de 200 mg/kg de peso corporal, 
por vía intranasal. A continuación, los animales fueron distribuidos al azar en los grupos 
experimentales. Los diferentes tratamientos se administraron a los animales en una única 
dosis por vía nasal, cada uno en un volumen final de 25 μL, 30 minutos después de la 
administración del LPS. Budesonida (MEDISOL; 5,6 μg por ratón) se utilizó como control 
positivo de efecto antiinflamatorio. 
A las 6 hs post-administración de LPS, se sacrificaron los ratones de todos los grupos, ya que 
antes de este punto no se observan diferencias en la respuesta inflamatoria en los animales.  
Este estudio fue realizado en estricto acuerdo con las recomendaciones de la guía de 
cuidado y uso de animales de laboratorio de los “Lineamientos para experimentación 
animal” de CERELA, y se hicieron todos los esfuerzos dirigidos a minimizar su sufrimiento 
 
Evaluación de la respuesta inmune innata local y sistémica 
Recuento total y diferencial de leucocitos en lavado bronco-alveolar (LBA) 
Las muestras de LBA se obtuvieron de la siguiente manera: los ratones fueron anestesiados 
y sacrificados por dislocación cervical y se expuso quirúrgicamente la tráquea. Se realizó una 
pequeña incisión en la tráquea y se instiló en los pulmones 1 mL de PBS estéril con heparina 
1%. El fluido recuperado se centrifugó a 2500 rpm durante 4,5 min. Se guardó el 
sobrenadante, y el pellet se utilizó para realizar el recuento de leucocitos en cámara de 
Neubauer usando líquido de Turk para lisar los eritrocitos. El recuento diferencial fue 
realizado en microscopio (1000x), contando 200 células en improntas teñidas con May-
Grünwald Giemsa. El sobrenadante se conservó a -20 °C para ser utilizado posteriormente 
en la determinación de citoquinas. 
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Recuento total y diferencial de leucocitos en sangre 
Las muestras de sangre entera se obtuvieron por punción cardíaca empleando EDTA como 
anticoagulante. El recuento de leucocitos fue realizado empleando métodos 
hemocitométricos convencionales puestos a punto para ratón (28). Para el recuento 
diferencial se utilizaron extendidos de sangre teñidos con May-Grünwald Giemsa. Los 
recuentos se expresaron en valores absolutos (109 células/L). El suero se conservó a -20 °C 
para ser utilizado posteriormente en la determinación de citoquinas (28, 218). 
Actividad peroxidasa de neutrófilos de sangre 
La actividad peroxidasa de los neutrófilos de sangre se midió utilizando la prueba de 
Washburn, un método citoquímico que utiliza la bencidina como cromógeno. Cuando la 
peroxidasa actúa sobre el H2O2 se produce la liberación de O2, el cual oxida a la bencidina 
dando lugar a un precipitado intra-citoplasmático de color pardo oscuro. La intensidad de 
la reacción es directamente proporcional a la actividad enzimática. En base a esto, las células 
se clasificaron como negativas (grado 0), ligeramente positivas (grado 1), moderadas (grado 
2) o fuertemente positivas (grado 3). La puntuación se calculó contando 200 neutrófilos en 
un frotis de sangre. Los resultados se expresaron como score de peroxidasa, mediante la 
suma de los productos del grado por su respectivo porcentaje (219). 
Concentración de citoquinas en LBA y en suero 
A las 6 hs post-administración de LPS, se determinaron las concentraciones de factor de 
necrosis tumoral alfa (TNF alfa), interferín gama (IFN gama), interleuquina (IL)-6, IL-10, IL-
17A, IL-4 e IL-2 en suero y LBA. Las muestras de suero y de LBA fueron obtenidas como se 
describió anteriormente. Para la determinación de los niveles de estas citoquinas se utilizó 
un kit comercial de CBA Th1/Th2/Th17 (Cytometric Bead Array) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante (BD™ catálogo Nº 560485). Los resultados se expresaron en 
picogramos (pg)/mL utilizando la curva estándar realizada con diferentes concentraciones 
de la citoquina correspondiente. 
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 Análisis estadístico 
Los datos obtenidos en esta Tesis correspondieron al menos a tres ensayos independientes 
y se informaron como valores medios con desviación estándar. Los análisis ANOVA, Tukey y 
DGC (220), se realizaron utilizando el software InfoStat (2008) o GraphPad Prism 7. Las 
diferencias se consideraron significativas con p < 0,05 
.
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